per 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 5 

C12N 15/82, 15/54, A01H 1/00 
A01H5/00 



Al 



(ll)Numero de publication intemationale: WO 93/16187 

(43) Date de publication Internationale: 19 aout 1993 (19.08.93) 



(21) Numero de Ja demande Internationale: f>CT/FR93/00134 

(22) Date de depot international : 9 fevrier 1 993 (09.02.93) 



(30) Donnees relatives a la priorite : 

92/0 1712 14 fevrier 1 992 ( 1 4.02.92) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US): VER- 

NEUIL RECHERCHE [FR/FR]; Ferme de 1'Etang, 
B.P. 3, F-77390 Verneuil-l'Etang (FR). 

(72) Inventeurs;et 

(75) Inventeurs/Deposants (US settlement) : LEJEUNE, Fabienne 
[FR/FR]; 18, 48, place Henri- Barbusse, F-86000 Poitiers 
(FR). TOURTE, Monique [FR/FR]; Les Aiglants, La 
Torchaise, F-86190 Beruges (FR). OULMOUDEN, Ah- 
mad {FR/FR]; 15, rue du Pontreau, F-86000 Poitiers 
(FR). KARST, Francis [FR/FR]; 5, allee Jean-Jacques- 
Rousseau, F-86000 Poitiers (FR). 



(74) Mandataire: PHELIP, Bruno; Cabinet Harle & Phelip, 21, 
rue de la Rochefoucauld, F-75009 Paris (FR). 

(81) Etats designes: CA, US, brevet europeen (AT, BE, CH, 
DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, 
SE). 



Publiee 

Avec rapport de recherche intemationale. 
Avant V expiration du delai prevu pour la modification des 
revendications t sera republiee si de telles modifications sont 
recues. 



(54) Title: PLANT CARRYING GENES CODING FOR ENZYMES OF THE PHYTOSTEROL BIOSYNTHESIS PATH- 
WAY AND PROCESS FOR THE PRODUCTION OF SAME 

(54)Titre: PLANTE PORTANT DES GENES CODANT POUR DES ENZYMES DE LA VOIE DE BIOSYNTHESE DES 
PHYTOSTEROLS, ET PROCEDE D'OBTENTION 

(57) .Abstract 

Plant carrying in its genome one or more genes coding for one or more enzymes of the early stages of the phytosterol bio- 
synthesis pathway. The genes are capable of coding for a mevalonate kinase, a farnesyl disphosphate synthetase or a mevalonyl 
5-phosphate kinase and can be the genes ERG 12, ERG20 and ERG8. The plants in which these genes are introduced in a stable 
manner have a number of advantages including increased development, enhanced productivity and regenerative ability. 

(57) Abrege 

Plante portant dans son genomene un ou plusieurs genes codant pour une ou plusieurs enzymes des etapes precoces de la 
voie de biosynthese des phytosterols. Ces genes peuvent coder pour une mevalonate kinase, une farnesyl diphosphate synthetase 
ou une mevalonyl 5-phosphate kinase et peuvent etre les genes ERG 12, ERG20 et ERG8. Les plantes dans lesquelles ces genes 
sont inseres de maniere stable presentent de nombreux avantages tels qu'un developpement plus important et une amelioration de 
leur productivite et de leur capacite a regenerer. 



UN1QUEMENTA TITRE O'tNFORMATION 

Codes utilises pour identifier les F.tals parties au PCI', sur lcs pages de couverlure tics brochures 
publiam des demandes Internationales en veriu du PCI'. 



AT 


Autriclic ' 


FR 


France 


MR 


Mauritania 


AU 


Australic 


CA 


Gabon 


MW 


Malawi 


BB 


burnudc 


CB 


Royaume-Uni 


NL 


Pays* lias 


BE 


Belgiquu 


CN 


Gnincc 


NO 


Norvcge 


BF 


Burkina Faso 


CK 


Greec 


NZ 


NoiivcHc-Zctuiulu 


BC 


Bulgaric 


HI) 


t Ion grit: 


PL 


Polugne 


Bj 


. Benin 


IE 


Irian Jc 


PT 


Portugal 


BR 


Brcsil 


IT 


Italic 


RO 


Kotnnaniu 


CA 


Canada 


JP 


Jupon 


RU 


Federation de Ruasie 


CF 


Kcpubliquc ( tcnirnfriLninc 


KP 


Rcpuhliquc populairc democratique 


SO 


Soudan 


CC 


('onto 




i(e Coree 


SE 


Suede 


CH 


Suisse 


KR 


Kcpubliquc tin (to roc 


SK 


kcpubliquc ilovaquc 


CI 


Cote d'fvoire 


KZ 


Kazakhstan 


SN 


Senegal 


CM 


Cameroun 


I.I 


Liechtenstein 


su 


Union sovtelique 


CS 


Tchccoslovuquic 


LK 


Sri l-iuka 


TD 


Tchad 


cz 


Kcpubliquc tcheque 


l.U 


Luxembourg 


TC 


logo 


DE 


Allcmagne 


MC 


Monaco 


UA 


Ukraine 


DK 


Daiiutiark 


MC 


Madagascar 


US 


IitatvUni> d'AmOriqiic 


ES 


tspagnc 


Ml. 


Mali 


VN 


Vict Nam 


Fl 


Finlandc 


MN 


Mongolic 







WO 93/16187 



1 



PCI7FR93/00134 



Plante portant des genes codant pour des enzymes de la 
voie de biosynthese des phytosterols , et procede 
d'obtention. 

La presente invention a pour objet des plantes 
5 portant des genes codant pour une ou plusieurs des 
enzymes des etapes precoces de la voie de biosyn these 
des phytosterols . 

Elle est egalement relative a un procede 
d'obtention desdites plantes . 

10 L'acide mevalonique (AMV) est un precurseur des 

unites isoprenes en Cg qui sont elles-memes a la base 
de la biosynthese d'une part des phytosterols , et 
d" autre part de nombreuses molecules pre sent ant une 
activite physiologique fondamentale dans le 

15 metabolisme, la proliferation et la dif ferenciation 
cellulaires des vegetaux : regulateurs de croissance, 
carotenoxdes , chaxne phytol de la chlorophylle f 
ubiquinone. 

La premiere etape de metabolisation de l'AMV est 
20 sa phorphorylation par la mevalonate kinase (MK) . L'AMV 
est ensuite converti en isopentenyl pyrophosphate 
(IPP) f molecule dont derivent les cytokinines (CKs), et 
qui constitue I'unite isoprenique d ' enchainement menant 
en particulier a la syn these des gibberellines (GAs) et 
25 de I'acide abscissique (ABA). Les voies de biosynthese 
simplifiees de ces trois categories de phytohormones 
sont schematisees sur les figures 1A et IB . Ces 
phytohormones sont particulierement interessantes du 
fait de leur implication dans les phenomenes de 
30 regeneration; 

Le point de depart de la voie de biosynthese des 
GAs est l'AMV. Une suite de reactions aboutit ensuite a 
la cyclisation du geranyl-geranyl pyrophosphate (GGPP) 
et a la formation de kaurene qui est oxyde et rearrange 
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pour donner 1' aldehyde de GA 12 ( ROBERTS et HOOLEY, 
Plant Growth Regulators 1988 ed: Blakie, Chapman & 
Hall, New York,) , produit dont derivent les diverses 
GAs . 

5 Les sites de synthese GAs se situent chez les 

tres jeunes feuilles, dans les bourgeons en activite, 
aux extremites des racines et au niveau des embryons . 
Leur circulation se fait par la voie liberienne ; les 
GAs sont souvent liees a des sucres et sont liberees au 
10 niveau des sites d'action. 

Les principales proprietes des GAs sont : 

- un effet net sur 1' elongation des entre- 
noeuds. Cet effet peut aussi se produire sur les 
pedoncules floraux, ce qui permet d'obtenir soit une 

15 plus grande precocite soit des inflorescences plus 
developpees , 

- un effet stimulant sur le metabolisme, car 
elles favorisent la synthese d* enzymes hydrolysantes . 
Les GAs agissent egalement sur la teneur en auxines qui 

20 est souvent augmentee soit par stimulation des 
syntheses soit par inhibition des auxines-oxydases , 

une action complexe sur les processus 
impliques dans la floraison; elles seraient plutot 
inhibitrices de 1* induction florale en particulier chez 

25 les arbres fruitiers. Par contre, pour des especes 
ayant besoin de froid pour fleurir, une application de 
GA3 pourrait permettre la floraison en absence de 
froid, 

* - une action egalement complexe sur les 
30 phenomenes de levee de dormance r 

- enfin , dans le domaine de 1 1 organogeneses les 
GAs se comportent en antagonistes . 

Les cytokinines sont des adenines substitutes 
derivant des purines. 
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Les ARN de transfert constituent une source 
potentielle de CKs chez les vegetaux, mais cette voie 
ne serait cependant pas la seule puisgu'il est admis 
aujourd'hui,que la voie privilegiee de biosynthese de 
5 CKs provient du metabolisme de l'AMV. Dans les deux 
voies proposees, 1'IPP joue un role strategigue . Dans 
ce cas, il se condense avec une adenosine-5 1 - 
monophosphate, alors que dans 1 'autre cas, il se 
condense avec un residu adenine issu des ARN de 
10 transfert . 

Les CKs sont tres actives et presentent de 
nombreuses actions dont les principales sont: 

- un effet tres net sur la division cellulaire; 

- un role tres net egalement dans 1 1 organogenese 
15 ou elles sont antagonistes de la rhizogenese , 

- une action stimulante sur le metabolisme, 
d'une part en favorisant les syntheses proteiques et 
d 1 autre part, en protegeant les metabolites centre les 
actions des enzymes hydrolysantes • Cet effet provoque 

20 un retard de senescence au point que des feuilles 
traitees avec des CKs peuvent entrer en concurrence 
avec des feuilles plus jeunes au niveau des 
correlations morphogenes de la pi ante, 

- un effet antagoniste de la dominance apicale; 
25 des bourgeons axillaires traites par des CKs entrent en 

croissance et en competition avec I 1 axe terminal. 

L 1 ABA est synthetise a partir de l'AMV via le 
farnesyl pyrophosphate (FPP) ( MOORE T.C. Biochemistry 
and physiology of plant hormones ed: Springer Verlag, 
30 New York Heidelberg, Berlin, 1979 ) . Une autre voie 
menant a la synthese de cet inhibiteur a egalement ete 
decrite. Elle derive des carotenoides et en particulier, 
de la violaxan thine. 

Les sites de synthese de 1 'ABA dans la plante 
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sont multiples . En effet , lorsque des feuilles 
isolees, des tiges ou des racines sont placees en 
condition de "stress" hydrique, une augmentation du 
taux d'ABA est observee * 
5 L'ABA est egalement present dans les fruits et 

dans les graines . 

L'ABA joue un role majeur dans la regulation de 
la fermeture des stomates. 

L'ABA joue egalement un role dans les phenomenes 
10 de dormance observes au niveau de bourgeons ou de 
graines. II exerce aussi une action complexe sur la 
floraison* II semble que 1'ABA soit tres implique dans 
le contrdle de 1 'abscission des fruits. 

La position cle occupee par le FPP dans les 
15 voies de biosynthese des GAs et de 1 'ABA d'une part et, 
d'autre part, la nature isoprenique des groupements 
substituants des CKs naturelles montrent toute 
1* importance de la MK dans la biosynthese de ces 
differents types de regulateurs de croissance. 
20 Ces voies sont resumees sur les diagrames des 

figures 1A et IB . 

Des plantes dans lesquelles ont ete integres des 
genes codant pour des enzymes intervenant dans la voie 
de biosynthese des phytosterols ont deja ete decrites . 
25 La demande Internationale WO- 9 113 078 ( AMOCO ) 

decrit des plantes transgeniques portant dans leur 
genome des fragments d'ADN codant pour la geranyle- 
geranyle pyrophosphate synthase (GGPP) . 

Cette etape f dans la boie de biosynthese des 
30 carotenoides est situee en aval par rapport aux etapes 
precoces de la voie de biosynthese des sterols. 

Un compte-rendu de 1' "Annual Meeting of the 
American Society of Plant Physiologists" ( Albuquerque, 
Nouveau Mexique, 28 Juillet - ler Aout 1991) , concerne 
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des plantes dans lesquelles a ete integre un gene de 
hamster codant pour la 3 -hydroxy- 3 -methyl glutaryle co- 
enzyme A reductase (HMGR) . 

On notera que cette etape est en amont de 
5 1' etape de transformation de I'acide mevalonique, dans 
laquelle la HMGR n'intervient pas. 

Des genes de nature differente ont aussi deja 
ete inseres dans diverses plantes au moyen 
principaleroent de derives de plasmides Ti . Cette 
10 technique qui a notamment ete decrite par KLEE et al.( 
Ann. Rev. , Plant Physiol 38 , 1987, 467-486) , permet 
1 1 introduction d'un nombre limite de genes en une seule 
operation. 

Neanmoins, cette methode tres recente reste 

15 inapplicable pour differentes especes ou varietes, en 
particulier les graxninees . 

En outre , mime si 1* insertion du gene est 
rendue possible , il est necessaire qu'il soit exprime 
afin de produire ses effets dans les cellules 

20 vege tales. Ces techniques bien qu'evoluant rapi dement, 
ne permettent pas d'introduire n 1 import e quel gene dans 
n'importe quelle cellule et de nombreux echecs 
d" expression de genes etrangers a la plante ont ete 
enregistres par diverses equipes . 

25 Outre les probl ernes d f insertion des genes et la 

fabrication d'un vecteur adequat , on peut etre 
confronte a des problemes d 1 expression des genes 
trans feres dans les cellules vegetales aboutissant a 
une absence d' expression ou une tres faible expression 

30 et a une activite inexistante du produit du gene 
recherche. Ces problemes d v expression peuvent etre dus 
notamment a 1' incapacity du promoteur , qui est un des 
facteurs intervenant dans la regulation de 1' expression 
du gene , a induire la synthese d'ARN messager. 
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II peut aussi s'agir d'une incapacite de la 
plante a modifier de maniere adequate le produit de 
traduction de 1'ARN messager . 

Un autre probleme reside dans les difficultes 
5 rencontrees dans la regeneration de certaines especes 
ou varietes ou meme dans 1 ■ impossibilite a effectuer 
une telle operation . Certaines especes de legumineuses 
et de graminees sont recalcitrantes a la regeneration 
par des methodes classiques * 

10 Ainsi , 1' analyse de l'etat de la technique met 

en evidence que , malgre les resultats interessants 
obtenus ces derriieres annees dans le domaine de la 
biologie moieculaire vegetale , de nombreux obstacles 
s'opposent au trans fert de genes et a 1' expression de 

15 ces genes dans des especes ou des varietes specifiques 
de plantes pre sent ant des interets agronomiques 

La demanderesse s'est done attachee a trouver 
des moyens permettant d'inserer dans des plantes 
d*interet agronomique des genes codant pour les enzymes 

20 des etapes precoces des voies de la biosynthese des 
phytosterols et permettant 1' expression desdits genes 
dans les plantes . 

La demanderesse s'est d* autre part attachee a 
mettre au point un procede permettant de modifier 

25 I'equilibre hormonal endogene des plantes afin 
d'ameliorer la capacite de regeneration des especes 
difficiles a regenerer . 

La demanderesse a ainsi montre d'une maniere 
surprenante qu'il est possible d'inserer de maniere 

30 stable dans le genome de ces plantes , des genes codant 
pour les voies de biosynthese des phytosterols , et que 
les plantes ainsi obtenues presentent de nombreux 
avantages, tels qu'un developp ment plus important, 
une pr ductivite ameli ree et une amelioration de leur 
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capacite a regenerer . 

La presente invention a done pour objet une 
plante caracterisee en ce qu'elle porte dans son genome 
un ou plusieurs genes codant pour une ou plusieurs 
5 enzymes des etapes precoces de la voie de biosynthese 
des phytosterols , lesdits genes soit ne se retrouvant 
pas dans la plante native, soit etant originaires de 
ladite plante , auquel cas ils sont presents en un 
nombre de copies superieur a celui de la plante native 

10 ou ils sont modifies dans leur structure ou leur 
fonction par rapport a ceux de la plante native . 

On entend, dans la presente demande , . par 
etapes precoces de la voie de biosynthese des 
phytosterols , la chaine de reaction biochimique par 

15 laquelle l'acide mevalonique est, comme indique sur les 
figures 1A et IB, trans forme en farnesyl diphosphate. 

Avantageusement , l'etape pour laquelle codent 
ce ou ces genes est la transformation de 1 9 acide 
mevalonique en mevalonyl 5-phosphate . Dans ce cas, la 

20 plante peut porter et/ou exprimer un ou plusieurs genes 
codant pour une ou plusieurs mevalonate kinases ( MK) , 
et en particulier le gene ERG12 , ou l'un de ses 
derives ou fragments exprimant une activite mevalonate 
kinase . Ce gene a ete isole chez la levure par 

25 Oulmouden et Karst ( Gene , 88, 253-257, 1990 ) et 
sequence par les memes auteurs ( Curr Genet , 19, 9-14, 
1991) . 

II peut notamment s'agir de genes codant pour 
1" activite mevalonate kinase chez les cruciferes et en 
30 particulier chez Arabidopsis ou chez le colza. 

Lesdites plantes peuvent porter aussi un ou 
plusieurs genes codant pour une farnesyl diphosphate 
synthetase, tels que le gene ERG 20 de levure (Chambon 
et al., Curr. Genet, 18, 41, 1990 ) ou l'un de ses 
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derives ou fragments exprimant une activite farnesyl 
diphosphate synthetase. 

Elles peuvent egalement porter un ou plusieurs 
genes codant pour une AMVP kinase ( mevalonyl 5-P- 
5 kinase), tels que le gene ERG 8 ( Tsay et al., Mol. 
Cell, Biol., 11, n'2, 620, 1991) ou I'un de ses derives 
ou fragments exprimant une activite AMVP-kinase. 

Les e tapes des voies de biosynthese dans 
lesquelles interviennent la farnesyl diphosphate 

10 synthetase et 1 'AMVP-kinase sont respectivement , conune 
indique sur la figure IB, les etapes de transformation 
du dimethylallyl pyrophosphate (DMAPP) en farnesyl 
pyrophosphate (FPP) et de transformation du mevalonyl 
5-phosphate (AMVP) en mevalonyl 5-pyrophosphate 

15 (AMVPP). 

Le ou les genes peuvent avoir ete obtenus par 
clonage a partir d'ADN extrait d'organismes ou de virus 
vivants ou de toute autre matiere biologique , ou 
peuvent avoir ete synthetises. 

20 Lesdites plantes, portant ces genes codant pour 

un ou plusieurs enzymes des etapes precoces de la voie 
de biosynthese des phytosterols , sont avantageusement 
des plantes appartenant a la categorie des plantes 
oleoproteagineuses , et en particulier de la famille 

25 des cruciferes telle que I'espece colza ou de la 
famille des Fabacees telle que I'espece soja . 

Ladite plante peut aussi etre une plante des 
especes tournesol , aubergine ( Solanum melongena var.) 
ou Vigna radiata. 

30 De maniere avantageuse, le ou les genes sont 

places sous le controle d'un promoteur insere a 
proximite du ou des genes, de maniere a permettre 
l'expr ssion de leurs produits biologiquement actifs . 

La presente invention a d' autre part pour bjet 
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un vecteur pour 1' insertion d'au moins un gene precite 
dans des cellules vegetales, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- la sequence du gene a inserer , 

5 - une ou plusieurs sequences du type promoteur 

en amont du gene a inserer , 

- une ou plusieurs sequences du type terminateur 
en aval du gene a inserer , 

un ou plusieurs marqueurs permettant la 
10 selection des cellules vegetales dans lequel le gene 
s'est ins ere, et 

- des sequences d'un plasmide Ti permettant le 
trans fert desdits genes et marqueurs d'une bacterie 
vers une cellule vegetale , lesdits genes et marqueurs 

15 etant orientes et inseres de maniere a permettre leur 
expression. 

Pref erentiellement , le gene a inserer code pour 
une ou plusieurs enzymes des e tapes precoces de la voie 
de biosynthese des phytosterols • Ce peut-etre un gene 

20 codant pour la mevalonate kinase et en particulier le 
gene ERG12,precedemment cite • 

Les marqueurs permettant la selection des 
cellules dans lesquelles le ou les genes se sont 
inseres peuvent etre toute activite enzymatique 

25 permettant la selection directe ou indirecte des 
cellules dans lesquelles il y a eu insertion, et en 
particulier des marqueurs de resistance a des 
antibiotiques tels que le marqueur de resistance a la 
kanamycine chez les vegetaux , ou des marqueurs dont 

30 1' activite enzymatique est utilisee pour colorer les 
cellules vegetales tels que le gene lacZ. 

Un tel vecteur d' insertion est notamment , le 
plasmide pFAB2 portant le gene ERG12 depose sous le 
n* 1-1176 du 14 F'vrier 1992 aupres de la Collection 
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Nationale de Culture des Microorganismes . 

Un vecteur peut etre aussi un derive de ce 
plasmide et dans lequel le gene ERG12 a ete remplace 
par un autre gene codant pour une ou plusieurs des 
5 enzymes de la voie de biosynthese des sterols . 

Un autre objet de la presente invention est un 
procede de traitement des plantes destine a ameliorer 
leur productivity , et en particulier leur performance 
de croissance ou leur precocite de floraison , par 
10 insertion dans leur genome d'un ou plusieurs genes 
codant pour une ou plusieurs enzymes des e tapes 
precoces de la voie de synthese des phytosterols . 

L' insertion du ou des genes est 
pref erentiellement effectuee par trans fert dans des 
15 cellules individualisees ou dans des groupes de 
cellules d'un vecteur tel que decrit precedemment , 
eventuellement en presence d'un autre vecteur de type 
plasmide Ti ayant des fonctions permettant ce 
trans fert. 

20 Pref erentiellement , de tels vecteurs seront 

dans des souches d ' Agrobacterium . 

Le transfert peut aussi etre effectue , en 
absence de vecteurs ayant de telles fonctions , par une 
technique physique appropriee telle que 

25 1 'electroporation. 

Le transfert du vecteur a partir d 'Agrobacterium 
tumef asciens dans des cellules vegetales est effectue 
par toute ^methode connue en soi par l'homme du metier 
et avantageusement par inoculation de disques 

30 foliaires. 

Les cellules ainsi inoculees sont alors 
selectionnees pour la presence des vecteurs et les 
plantes sont regenerees par les methodes connues en soi 
et notamment decrites dans "Plant molecular physiology 
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manual " ( Gelvin et Schilperdort, Kluwers Academic 
Publishers , 1988 ) . Selon la presente invention, on a 
obtenu de bons resultats en trans ferant le gene ERG 12 
de levure par le systeme Agrobacterium. 
5 La presente invention est illustree par les 

exemples qui suivent avec reference aux dessins annexes 
, dans lesquels : 

- Les figures 1A et IB , deja citees , sont des 
diagrammes illustratifs de donnees connues ; 

10 - la figure 2 est un diagrame resumant le 

procede d'ob tent ion du plasmide pFAB2 portant le gene 
ERG 12 . 

- la figure 3 est une carte de restriction 
partielle du fragment BamHI- BamH-I de 2,8 kilobases 

15 (kb) contenant le gene ERG12. 

- les figures 4 et 5 sont des cartes de 
restriction respectivement des plasmides et pLBR19 et 
pFL44 . 

- la figure 6 resume 1'obtention du plasmide 
20 pFABl a partir du plasmide pLBR19 par insertion du 

fragment BamH I-BamHI contenant le gene ERG 12 . 

- la figure 7 est la photographie d'un gel 
d'electrophorese des produits d'hydrolyse de pAOll par 
BamH-1 (piste 1 ) , de pFABl par BamHI (piste 2), de 

25 pLBR19 par Smal (piste 3), de pLBR19 par Pstl ( piste 
4) , de pAOll par Pstl et Smal ( piste 5) et de 1 ' ADN 
temoin du bacteriophage lambda hydrolyse par Hind-III. 
Les deux f leches a gauche de la photographie, 
correspondent respectivement aux positions des bandes 

30 de 1,8 kb et 0,8 kb . 

- la figure 8 represente le carte du plasmide 

pBinl9 . 

la figure 9 represente 1'obtention du 
plasmide pFAB2 a partir des plasmides pBin!9 et pFABl . 
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- la figure 10 est une photographie d'un gel 
d'electrophorese colore par du bromure d'ethidium et 
revele sous rayons ultraviolets d'ADN du bacteriophage 
lambda hydrolyse par Hind III ( piste 1 ) , et des 

5 produits d'hydrolyse de pFABl par BamHl ( piste 2), de 
pFAB2 par BamHl (piste 3 ) , de pBinl9 par Sail ( piste 
4), de pBinl9 par SacI (piste 5), et de pFABl par Xhol 
et Sacl ( piste 6). Les f leches a droite de la 
photographie indiquent les positions respectives des 
10 bandes de taille 1,8 kb et 0,8 kb. 

- les figures 11 et 12 correspondent a des 
diagrammes en chromatographic sur couche mince de gel 
de silice, de surnageants de culture de la souche 
d f Escherichia coli 71/18 portant respectivement les 

15 plasmides pFL44 (figure 11A) , pAOll ( figure 11B) et 
pFABl ( figure 11C) et de la souche d • Agrobacterium 
tumefasciens LBA4404 portant respectivement les 
plasmides pBinl9 (figure 12A) et pFAB2 (figure 12B) . 
Les abreviations AMV et AMVP sur les figures , 

20 correspondent respectivement a la position des pics de 
I'acide mevalonique et au mevalonyl 5 P. 

- la figure 13 correspond a un autoradiogramme 
d'un Southern blot dont 1 'hybridation a ete effectuee 
par une sonde portant le gene ERG 12 . Les pistes 1, 2 et 

25 3 correspondent respectivement aux plasmides pAOll ( 
temoin positif ), a l'ADN total extrait d'une plante " 
temoin H 2 0" , et a l'ADN total extrait d'une plante 
trans formee . 

- la figure 14 est la sequence partielle du gene 
30 ERG 12 , les localisations des oligonucleotides ONj et 

ON 2 et du site de restriction BamHl etant indiquees sur 
cette figure . 

- la figure 15 est un gel d' electrophorese de 
pr duits de reaction d 1 amplification par la techniqu 
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PCR . Les pistes 1 a 6 correspondent a 1 ■ amplification 
a partir d'ADN total extrait de tabacs trans formes , la 
piste 7 correspond a 1 'amplification a partir de l'ADN 
genomique de levure , la piste 8 correspond a 
5 1 'amplification avec 1' amorce ONI seule , la piste 9 
correspond a 1 'amplification avec 1* amorce ON2 seule , 
la piste 10 correspond a 1 ' amplification a partir de 
l'ADN total extrait d'.un tabac " temoin H 2 0" , la piste 
11 correspond a un temoin de non-contamination ( eau 

10 sterile) et la piste 12 correspond au plasmide 
pBlueScript hydrolyse par Hpall (marqueur de poids 
moleculaire ). La taille des bandes d' hydrolyse du 
marqueur est indiquee a droite de la photographie . 

- La figure 16 est une photographie d'un gel 

15 d v agarose apres amplification par la technique PCR et 
hydrolyse par BamHl respectivement d'ADN total extrait 
d'une plante transformee ( piste 1 ) et d'ADN genomique 
de levure (piste 2). La piste non marquee a gauche de 
la piste 1 est de l'ADN du plasmide pBluescript 

20 hydrolyse par Hpall . 
EXEMPLES 

Materiel et methodes utilises dans les exemples ■ 
I- Techniques de bioloqie moleculaire . 
1. Materiel biologique 
25 1.1- Souches bacteriennes . 

Les souches bacteriennes utilisees soit comme 
source de vecteur, soit comme souche hote des plasmides 
recombinants, derivent d'Escherichia coli K12. La 
souche HblOl (BOYER et ROULLAND-DUSSOIX - J. Mol . Biol. 
30 41, 1969, 469-472 ), resistante a la streptomycine a 
ete fournie par le Laboratoire de biologie de la 
rhizosphere de l'Institut National de la Recherche 
Agron mique ( INRA ) de Versailles et la souche 71/18 
(MESSING t al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 
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1977,3642-3646 ) par le Laboratoire de Biochimie et 
Genetique des Microorganismes de l'Universite de 
Poitiers . 

La souche HB101 utilisee pour la mobilisation du 
5 vecteur de transfert vers A. tumef asciens contient le 
plasmide pRK20l3 qui apporte les resistances a la 
kanamycine et a la streptomycine (BEVAN, Nucleic Acids 
Research ,12, 8711-8721 1984 ). 

La souche d'A. tumef asciens provient egalement 
10 du Laboratoire de Biologie de la Rhizosphere de 
l'Institut National de la Recherche Agronomique ( INRA ) 
de Versailles . II s'agit de la souche LBA4404 (HOEKMA 
et al., Nature , 303,179-180 1983), resistante a la 
streptomycine et a la rifampicine. Elle derive de la 
15 souche Ach5 et possede un plasmide Ti delete de la 
region T. Elle contient en plus le vecteur binaire de 
transfert Bin 19 (BEVAN, 1984, precedemment cite ) , 

Les souches d'E. coli sont cultivees a 37 # C et 
A. tumef asciens est cultive a 28* C. 
20 1.2. Les plasmides * 

Trois plasmides ont ete utilises pour la 
construction du vecteur de transfert . lis sont decrits 
ci-dessous : 

- Plasmide pAOll : obtenu par clonage d'un 
25 fragment BamH I-BamH I de 2,8 kb contenant le gene 

ERG12 de levure, dans le plasmide pFL44 

- Plasmide pLBR19 : il presente l'avantage de 
posseder de nombreux sites uniques de restriction 
inseres entre les sequences promoteur et terminateur de 

30 l'ARN 35S du virus de la mosaique du chou-fleur . Ce 
plasmide comporte egalement un gene de resistance a 
1 •ampicilline . II a ete fourni par le Laboratoire de 
Biologie de la rhizosphere de I'INRA de Versailles* 

- Plasmide pBinl9 : ce vecteur autonome, capable 
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de se repliquer dans E.coli et dans A.tumefasciens, 
derive du plasmide pRK252 modifie par insertion d'un 
gene de resistance a la kanamycine provenant de 
Streptococcus faecalis ( BEVAN, 1984, precedemment 
5 cite) . II comporte les sequences bordures droite et 
gauche de 1 ' ADN-T du plasmide pTi37. 

Ont ete inseres entre ces deux sequences : 

(1) un fragment d'ADN de 440 pb provenant du 
phage M13 et qui contient la region de complementation 

10 de la j3-galactosidase (Lac Z) dans laquelle a ete 
inseree une sequence qui porte plusieurs sites de 
clonage. 

(2) un gene chimerique confer ant une resistance 
a la kanamycine chez les vegetaux, construit par 

15 insertion de la region codante d'une aminoglycoside 
transferase de type II (provenant de Tn5) entre les 
sequences regulatrices du gene de la nopaline 
synthetase. 

Toute sequence d'ADN inseree au niveau du site 
20 de clonage multiple, compris dans la region delimitee 
par les sequences bordures droite et gauche de 1 1 ADN-T, 
peut done etre transferee et integree dans le genome 
d'une plante, le trans fert etant induit , a distance , 
par les fonctions de virulence portees par un plasmide 
25 Ti heberge par la meme souche d f A. tumef asciens . Le 
systeme de selection est assure par la co-integration 
du gene de resistance a la kanamycine. 

Les plasmides pAOll et pFL44 ont ete fournis par 
le Laboratoire de Biochimie et de Gene ti que des 
30 Microorganismes de l'Universite de Poitiers , tandis 
que le plasmide pLBR19 a ete fourni par le Laboratoire 
de Biologie de la Rhizosphere de l'Institut National de 
la Recherche Agronomique ( INRA ) de Versailles . 



WO 93/16187 



16 



PCT/FR93/00134 



2. Milieux de culture. 

- Milieu L. Broth , utilise pour la culture des 



souches d'E.coli ; 

- Tryptone (Biokar) 10 g 
5 - Extrait de levure (Biokar) 5 g 

- NaCl 5 g 

- Eau distillee 11 



Le pH du milieu est amene a 7 avant 
sterilisation (120"C pendant 20 min) . Ce milieu est 
10 utilise liquide ou solidifie par de l'agar a 20 g/1 . 
La gelose molle L. Broth utilisee dans les experiences 
de transformation est obtenue par addition d'agar a la 
concentration de 8 g/1 . 

- Milieu AP, utilise pour la culture des 



15 agrobacteries : 

- Extrait de levure (Biokar) 5 g 

- Hydrolysat de caseine ( Sigma) 0,5 g 

- Mannitol 8 g 

- (NH 4 ) 2 S0 4 2 g 
20 - NaCl 5 g 

- Eau distillee 1 litre 
Le pH du milieu est amehe a 6,6 avant 



sterilisation (115*C pendant 20 min). Ce milieu est 
utilise liquide ou solidifie par de l'agar a la 
25 concentration de 15 g/1 . 

Les antibiotiques sont utilises aux 
concentrations suivantes (mg.l" 1 ): 
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E. coli 


A. tumef asciens 


ampicilline 


100 




kanamycine 


50 


50 


rifampicine 




50 


s tr eptomyc ine 




500 



Des stocks concentres de chaque antibiotique 
sont conserves a -20* C. L 1 antibiotique est rajoute au 
milieu fondu, refroidi a 50*C, au moment de couler les 



10 boites. 

3- Preparation et transformation de cellules 
competentes d'E.coli. 

3.1 - Preparation des cellules competentes. 
Une preculture d'une nuit de la souche d'E.coli 
15 est realisee en milieu LB a partir d'une colonie isolee 
sur boite. 500 ml de milieu LB sont inocules avec 4 ml 
de cette preculture . Lorsque la densite optique a 600 
nm atteint la valeur de 0,2, la culture est placee 15 a 
20 min dans la glace puis centrifugee 10 min a 6000 rpm 
20 ( rotor Kontron A8.24) a 4*C. Le culot est mis en 
suspension dans 200 ml de CaCl 2 lOO mM.Le culot est 
repris dans 5 ml de CaCl 2 100 mM et place dans la glace 
durant une nuit. 

Les bacteries competentes ainsi obtenues sont 
25 stockees en fractions de 1 ml en presence de glycerol a 
30%. Elles peuvent ainsi se conserver plusieurs mois a 
-80 # C. 

3.2.- Transformation. 

Les cellules competentes s nt decongelees ; 200 
30 ml de suspension sont mis en presence de 0,1 a 1 fig 
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d'ADN pendant 30 min dans la glace . Le melange est 
ensuite soumis a un choc thermique par passage de 2 min 
a 42 *C. Apres addition de 1 ml de LB liquide, le 
melange est incube pendant une heure a 37 "C. L 1 ensemble 
5 du milieu de transformation est melange a 3 ml de 
gelose molle maintenue a 45 *C puis etale sur milieu 
selectif (milieu LB contenant les antibiotiques 
appropries ) . Les clones resistants sont subclones et 
identifies. 

10 3.3- Identification des colonies bacteriennes 

contenant les plasmides recombinants . 

On realise des minipreparations d'ADN 
plasmidique a partir d'un certain nombre de clones 
trans formes . L'ADN de chaque clone est digere par les 

15 enzymes de restriction appropriees . Les fragments 
obtenus sont analyses par electrophorese sur gel 
d 1 agarose, par rapport a un vecteur temoin. Ceci permet 
d' identifier les clones bacteriens qui contiennent le 
plasmide recombinant. 

20 4. Mobilisation E.coli - A. tumef asciens par 

conjugaison triparentale. 

Le vecteur de transfert dans lequel est insere 
le gene chimerique (plasmide Binl9) n'est pas 
directement transferable de E.coli a A. tumef asciens 

25 mais peut etre mobilise si les fonctions de transfert 
et de mobilisation sont apportees par un plasmide dit 
"mobilisateur " . II s'agit ici du plasmide pRK2013. Ce 
plasmide porte les fonctions de transfert du plasmide 
RK2 , le gene mob du plasmide ColEl et l'origine de 

30 replication de ce meme plasmide qui ne lui permet pas 
de se repliquer dans A. tumef asciens . 

Les conjugaisons triparentales mettant en 
presence la souche d' E.coli donatrice, la souche 
d* A. tumef asciens receptrice et la souche d' E.coli 
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possedant le plasmide pRK20l3, sont realisees. 

Chaque souche est cultivee dans 5 ml du milieu 
de culture adequat contenant les antibiotiques 
appropries, pendant une nuit . Les cultures sont 
5 centrifugees 5 min a 6000 rpm (Kontron A8.24) a 4*C . 
Les culots sont remis en suspension dans du milieu sans 
antibiotique puis centrifuges a nouveau . Chaque culot 
est finalement repris par 5 ml de milieu de culture. 

On depose ensuite 1 ml de chacune des 
10 suspensions sur un filtre de porosite 0,45 j/m 
(Millipore, type HA) . Le filtre est place sur milieu AP 
gelose sans antibiotique dans une boite de Petri de 
diametre 55 mm et incube une nuit a 28'C. 

Les bacteries sont recuperees sur le filtre et 
15 remises en suspension dans 0,5 ml de milieu AP. Des 
dilutions de cette suspension sont effectuees et 150 a 
200 jil de chaque dilution sont etales sur milieu AP 
selectif • Les boxtes sont placees a 28 *C . Au bout de 
3 a 5 jours , les clones apparaissent . 
20 5- Extraction des acides nucleiques. 

5.1 - Extraction de plasmides d'E.coli 

a- minipreparation. 

Le protocole suivant a donne les meilleurs 
resultats, de fag on reproductible. 

25 1,5 ml de milieu LB contenant les antibiotiques 

appropries sont ensemences a partir d'une colonie dans 
un tube a essai. Le tube est ensuite place a 37 *C, sous 
agitation, durant une nuit. La culture est transferee 
dans un tube Eppendorf et centrifugee . Le culot est 

30 repris par 150^1 de STETL (saccharose 8%, Triton X1O0 
5%, EDTA 50 mM, Tris 50 mM pH8, Lysozyme 0,5 mg/1) . Le 
melange est place dans un bain-marie bouillant pendant 
1 min, puis centrifuge 15 min. L'ADN chromosomique 
denature , les prot'ines et les debris cellulaires 
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constituent un culot qui est elimine. L'ADN du 
surnageant est precipite par addition de 150 pi 
d' isopropanol pendant 15 min a -20* C. Apres 
centrifugation, le culot est seche puis repris par 
5 120/jI de TE 10/1 (Tris lOmM, EDTA ImM pH 7,5). Deux 
extractions au phenol-chlorof orme (3v:lv) sont 
effectuees . L'ADN contenu dans la phase agueuse est 
precipite par addition d'un dixieme de volume d' acetate 
de sodium 3M et de deux volumes d'ethanol absolu. Apres 

10 lavage a I'ethanol 80%, le culot est seche puis repris 
par 20 yl de TE 10/1 • 5 a 10 pi de l'ADN prepare sont 
suffisants pour une analyse eventuelle, la quantite 
d'ADN pouvant varier en fonction de la taille du 
plasmide et de la souche bacterienne. 

15 b- maxipreparation. 

Apres amplification au chloramphenicol 
(MANIATIS-Molecular Cloning - A Laboratory Manual Cold 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor , New York,1982), 
une culture bacterienne realisee dans un litre de 

20 milieu LB liquide contenant les antibiotiques 
appropries est centrifugee a 6000 rpm pendant 10 min 
(rotor Kontron A6.14), a 4*C. Les cellules recoltees 
sont lavees dans du TE 10/1 pH 8. Le culot est repris 
par 11,4 ml de TE 200/100 (Tris 200 mM, EDTA 100 mM pH 

25 8) additionne de 0,6 ml de lysozyme a 20 mg.ml. Le 
melange est laisse a temperature ambiante pendant 10 
min. 4 ml de TE 200/100 pH 8 contenant 6% ( p/v) de 
sarkosyl sont ajoutes et le tube est soumis a une 
agitation douce pendant 10 min a temperature ambiante. 

30 Les debris cellulaires sont elimines par centrifugation 
a 12000 rpm pendant 30 min. Pour 7,6 ml de lysat 
recupere, on ajoute 8 g de chlorure de cesium (CsCl) et 
1 ml de bromure d'ethidium (BET) a 10 mg/ml . Une 
ultracentrifugation est ensuite realisee pendant 36 
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heures a 42000 rpm ( rotor Beckman 50 Ti), a 20 # C . A 
1 ' issue de cette centrif ligation, les tubes sont 
eclaires en lumiere UV (366 run) . Deux bandes 
f luorescentes sont observees : 
5 - une bande superieure constitute d'ADN 

chromosomique et d'ADN plasmidique ouvert, 

- une bande inferieure constitute d'ADN 
plasmidique ferine (superenroule) • 

La bande inferieure est recuperee soit a l'aide 

10 d'une seringue munie d'une aiguille, soit a l'aide 
d'une pompe peris taltique munie d'un catheter . Le BET 
est extrait avec de l'isobutanol sature en TE 10/1 pH 
7,5. Une dialyse est ensuite realisee centre du TE 10/1 
pH 7,5 pendant environ 24 heures . Finalement, l'ADN 

15 plasmidique est precipite par addition d'un dixieme de 
volume d v acetate de sodium 3M et de deux volumes 
d'ethanol absolu. La concentration de la solution est 
estimee par spectrophotometrie. 

5.2 - Extraction de l'ADN vegetal total. 

20 La methode employee est decrite par ROGERS et 

BENDICH ( Plant Mol. Biol. 5,1985, 69-76). Elle est 
basee sur 1 'utilisation de bromure de 
cetyltrimethylammonium (CTAB) . Cette technique permet 
d'obtenir, chez le tabac, environ 20 pg d'ADN en _ 

25 partant de 500 mg de feuilles . 

500 mg de feuilles jeunes sont broyees dans un 
mortier avec de 1' azote liquide . Le broyat est 
trans fere dans un tube Eppendorf . Un volume de 2 X 
CTAB a 65'C [ CTAB 2% (p/v) , Tris 100 mM pH 8, EDTA 20 

30 mM pH 8, NaCl 1,4 M, PVP 1% (p/v) ] est ajoute au 
broyat. Le melange est incube 5 min a 65 # C et regoit 
ensuite un volume de chlorof orme-alcool isoamylique (24 
v : Iv) . Apres homog'neisation et centrifuga- tion 5 
min a 11000 rpm, la phase superieure est recuperee et 
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transferee dans un nouveau tube . On ajoute alors tin 
dixieme de volume de CTAB 10% a 65"C [CTAB 10% (p/v) , 
NaCl 0,7 M ] , on homogeneise et on centrifuge de 
nouveau. La phase superieure est recuperee et 
5 additionnee d'un volume de tampon CTAB de precipitation 
a 65 'C [CTAB 1 % (p/v), Tris 50 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 
8 ] . Apres homogeneisation et centrif ugation, le culot 
contenant les acides nucleiques est repris par 300 pil 
de TE high ( Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8, NaCl 1M) 

10 et maintenu a 65 # C pendant 10 min. L'ADN est precipite 
par addition de 600 jil d'ethanol absolu a -20* C pendant 
une nuit. Le lendemain, le culot est lave dans 
I'ethanol a 80%, seche et repris par 20 ^1 de 0,1 X TE 
( Tris 1 mM pH 8, EDTA 1 mM pH 8) . 

15 6. Digestion de 1 * ADN par des endonucleases de 

restriction. 

Les enzymes de restriction sont utilisees 
conformement aux indications donnees par le fournisseur 
(GXBCO) • La composition du tampon d 1 incubation est 

20 fonction de 1' enzyme utilisee de meme que la 
temperature d' incubation (pour la plupart des enzymes, 
cette temperature est de 37*C). 

Le nombre d' unites enzymatiques utilisees depend 
de l'ADN a digerer et de 1' enzyme utilisee . Des 

25 incubations de 1 a 2 heures avec 5 a 10 unites d' enzyme 
par uq d'ADN, pour l'ADN plasmidique et d'une nuit, 
pour 1 ' ADN genomique sont generalement conseillees . 
Les ADNs obtenus par minipreparation sont traites par 
la RNase A preparee selon MAN I AT IS ( 1982 precedenunent 

30 cite ) * Les digestions sont arretees par un passage de 
10 min a 65* C. 

7. Electrophorese horizontale de l'ADN en gel 
d' agarose . 

On utilise des gels d' agarose dont la 
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concentration varie de 0/8 a 3 % ( p/v) , selon la 
taille des fragments a separer . L 1 agarose ( Appligene, 
qualite biologie mole- culaire) est melange au volume 
requis de tampon TAE ( Tris-acetate 0,04 M, EDTA 0,002 
5 M pH 8) et porte a ebullition au four a microondes . II 
est refroidi jusqu'a 60' C avant d'etre coule dans la 
cuve d' electrophoreses 

Lorsque les digestions ont eu lieu dans un 
volume superieur a 20 jil, l'ADN est precipite et le 

10 culot, apres ringage a I'ethanol 80% , est repris dans 
15 pi de TE 10/1 pH 7,5 . Les echanti lions sont 
additionnes d'un melange [ 50% glycerol, EDTA 0,1 M, 
Bleu de bromophenol 0,1 % , xylene cyanol 0,1% ] pour 
environ un cinquieme de leur volume • Ceci permet de 

15 suivre la migration. 

La migration s'effectue a 20 "C de la cathode 
vers I 1 anode , sous une tension cons tan te de 2 a 10 
V/cm . La coloration des gels au BET ( 10 mg/ml ) est 
effectuee en mime temps que la migration. Le gel est 

20 observe et photographie sous lumiere UV ( 254 nm ) • Les 
masses moleculaires des fragments d'ADN sont estimees 
par comparaison avec les fragments de l'ADN du 
bacteriophage lambda digere par Hind III ( Boehringer) . 

8. Elution d'un fragment d'ADN d'un gel 

25 d' agarose. 

Apres electrophorese, la purification de 
fragments d'ADN peut etre realisee en decoupant sous 
UV, la bande d' agarose contenant le fragment a 
purifier. Deux techniques d' elution ont ete utilisees. 

30 La premiere technique utilisee consiste en une 

electroelution de l'ADN a l'aide d'un Biotrap ( 
commercialise par Schleicher et Schuell) . La bande 
interessante est placee dans le compartiment central du 
Biotrap rempli auparavant de tampon TAE. 
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L'electroelution se deroule sous une difference de 
potentiel de 150 V durant 1 a 2 heures et peut etre 
suivie en lumiere UV. Apres une inversion du courant de 
20 secondes , la solution d'ADN peut etre recuperee au 
5 niveau du reservoir delimite par deux membranes dont 
une retient l'ADN . Cette inversion du courant permet 
de liberer I'ADN retenu par la membrane . L'ADN est 
ensuite precipite a -20* C pendant 30 min apres addition 
de 2 volumes d'ethanol absolu et d'un dixieme de volume 

10 d 1 acetate de sodium 3 M. Le precipite est recupere par 
centrifugation a 12000 rpm pendant 15 min, rince avec 
de l'ethanol 80%. Le culot est ensuite seche et remis 
en suspension dans du TE 10/1 pH 7,5. 

La seconde technique utilisee est celle du 

15 "freeze-squeeze" ameliore ( TAUTZ et RENZ , Anal. 
Biochem. 132, 14-19(1983) ) . Les parties du gel renfermant 
les bandes interessantes sont decoupees et equilibrees 
pendant 30 min a I'obscurite a 4*C contre 10 volumes de 
tampon TEN ( Tris lO mM pH 7,1, EDTA 1 mM, NaCl 0,3 M) . 

20 Chaque fragment de gel est alors trans fere dans un tube 
Eppendorf perce au fond et obstrue par de la laine de 
verre siliconee . Ce tube est lui-meme introduit dans 
un autre tube Eppendorf . Le tout est congele a -80* C, 
puis centrifuge 15 min a 12000 rpm. L f ADN est ensuite 

25 precipite et traite comme precedemment . Cette 
technique est beaucoup plus rapide que la technique 
d'electroelution utilisant le Biotrap et permet 
d'obtenir un rendement superieur . 

9. Ligatures des fragments de restriction par 

30 1 f ADN ligase T4 . 

Les ligatures sont realisees dans un volume 
final de 20 jil , a une temperature de 7 a 12 *C pendant 
toute la nuit a l'aide de 1 'ADN ligase du bacteriophage 
T4 (BRL) . La comp sition du tampon de ligation est la 
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suivante : 

- Tris HC1 50 mM pH 7,6 

- MgCl 2 10 mM 

- ATP 1 mM 
5 - DTT 1 mM 

- PEG- 8000 5 % (p/v) 

Les quantites relatives de vecteur et de 
fragment a inserer sont calculees de fagon a avoir un 
exces de fragment a doner d'un facteur 2. L 1 ef f icacite 
10 de la ligature peut etre controlee par electrophorese 
en gel d' agarose . 

10. Trans fert d 1 ADN sur membrane de 
nitrocellulose . 

Apres electrophorese sur gel d' agarose, 1 'ADN 
15 est trans fere sur une membrane de nitrocellulose ( 

Hybond-C extra, Amersham) selon la technique decrite 
par SOUTHERN { J. Mol. Biol. 98, 503-517, 1975 ). 

Apres migration, le gel est photographie sous 
lumiere UV ( 254 run) puis baigne successivement 1 heure 
20 dans un bain de denaturation (NaOH 0,5 M, NaCl 1,5 M) 
puis une heure dans un bain de neutralisation (Tris 0,5 
M, NaCl 1,5 M). 

Le transfert s'effectue durant la nuit dans du " 
10 X SSC prepare a partir d'une solution stock 20X SSC 
25 (NaCl 3 M, tricitrate de sodium 0,3 M pH 7) • 

L' ADN qui a ete trans fere est fixe 
def initivement sur la membrane par sechage sous vide a 
80* C pendant 2 heures. 

11. Marquage radioactif d'une sonde moleculaire 
30 par extension d'amorce au hasard ( " random priming" ). 

11. 1- Principe 

Cette methode a ete developpee par FEINBERG et 
VOGELSTEIN ( Anal. Biochem. 132, 6, 1983; Anal. 
Biochem. 137, 266, 1984) . Le marquage du fragment 
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choisi comme sonde est realise par amorgage au hasard 
suivi d'une extension a 1'aide du fragment de Klenow de 
1 1 ADN polymerase d'E.coli. 

L'ADN denature est incube dans un milieu 
5 nontenant un melange d'hexanucleotides , les quatre 
desoxynucleotides froids et du [gamma P ] dCTP. 

L'action du fragment de Klenow de 1 ? ADN polymerase I 
conduit a la synthese d'une sonde radioactive dont 
I'activite specif ique se situe entre 2 et 5 10 8 cpm par 
10 vq d'ADN. 

11.2 - Aspects pratiques, 

L'ADN a marquer ( 25 a 100 ng) est denature par 
la chaleur (100'C pendant 5 min ), le tube est ensuite 
place a 4*C . Le milieu reactionnel suivant est ajoute: 
15 - Mg Cl 2 1/2 mM 

- /3-mercaptoethanol 2,5 mM 

- Tris-HCl pH 8 1,2 mM 

- Hepes pH 6,6 50 mM 

- d NTP 10 mM 
20 - [ gamma- 32 P] d CTP 10 mCi.ml" 1 50 pCi 

- Hexameres 0,3 UD0 26Q ^ 

- Fragment de Klenow 4 U 

- BSA 0,4 mg.ml" 1 

- Eau distillee q.s.p. 50 pi 

25 L' ensemble est incube pendant environ 1 heure a 

37 *C. La reaction est arretee par addition d'un 
dixieme de volume de d'EDTA 0,5 M. 

12, Hybridation moleculaire et autoradiographic 
La membrane de nitrocellulose portant 1 'ADN 
30 trans fere et fixe est soumise a une etape de 
prehybridation a 68 'C pour une duree de 1 a 2 heures, 
dans environ 10 ml de la solution suivante : 

- 6X SSC 

- 5X Denharts prepare a partir d'une solution 
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100X: 



PVP 



BSA 



Ficoll 



2% (p/v) 
2% (p/v) 
2% (P/v) 



5 



- SDS 



0,1 mg.ml 



-1 



0,5 % (p/v) 

d'ADN , , denature et soumis aux 



ultra-sons, de sperme de sauxnon. 

On ajoute ensuite a cette solution, la sonde 
auparavant marquee et denaturee par la chaleur 
10 L' hybridation s'effectue a 68'C pendant une nuit. La 
prehybridation et 1 'hybridation sont realisees dans un 
sac de polyethylene hermetiquement soude. 

La membrane est ensuite lavee dans les bains 
suivants : 

15 - deux fois 15 min dans du 2X SSC a 65 *C 

- 30 min dans du 2X SSC; 0,1 % SDS a 65 *C. Cette 
derniere etape peut etre repetee si necessaire. 

Apres sechage, la membrane est enveloppee dans 
un film plastique etirable, puis placee dans une 
20 cassette d'auto-radiographie avec un film Kodak X-ray 
insere entre deux ecrans intensif icateurs . Cette 
cassette est alors mise a -80* C . La duree de 
1' exposition peut varier de quelques heures a une 
semaine selon l'intensite du signal. 
25 13. Reaction de polymerisation en chaine (PCR) 

13.1- Principe 

Le principe de la technique de PCR repose sur 
1 'utilisation d'un couple d 1 amorces (" primers"), 
oligonucleotides de synthese qui del imi tent la region a 
30 amplifier sur l'ADN matriciel . L'un des deux 
oligonucleotides est complementaire d'une partie du 
brin sens, 1' autre oligonucleotide etant complementaire 
d'une partie du brin anti sens . Chaque cycle de PCR 
comprend trois etapes successives : 
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- denaturation de I'ADN 

- hybridation des amorces sur I'ADN matriciel 

elongation des chaines complementaires de 
I'ADN par la Taq ADN polymerase depuis les extremites 
5 3'0H. 

L'obtention d'une quantite notable d'ADN 
amplifie necessite d'effectuer un nombre important de 
cycles ( entre 25 et 40) . L'efficacite de 

7 

1 1 amplification est de l'ordre de 10 , ce qui permet 

10 d'obtenir au bout de 30 cycles , environ lpg d'un 
fragment d'ADN de 300 pb, a partir d'un d'ADN 
genomique • 

13.2 - Aspects pratiques 

a- Synthese des oligonucleotides 

15 La synthese chimique des deux oligonucleotides 

utilises est realisee sur l'appareil Gene Assembler 
Plus (Pharmacia LKB) . Cet appareil utilise des 
derives de nucleotides de type /?- 

cyanoethylphosphoramide , II permet la synthese de 0,2 

20 p. mole d ' oligonucleotides avec une efficacite de 
couplage superieure a 90% ne necessitant pas une 
purification ulterieure des oligonucleotides dans la 
mesure ou ils n'excedent pas une longueur de 30 bases . 
b - Reaction de PCR 

25 Les reactions de PCR sont realisees sur 

1' automate Gene ATAQ Controller { Pharmacia LKB) 
Elles sont effectuees dans des volumes de 50 ul 
contenant : 

- 50 pmoles de chaque amorce 
30 - Ij-tg d'ADN genomique 

- dATP, dCTP, dGTP, dTTP : 2 mM chacun 
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- tampon de PCR ( Pr omega) : 
Tris-HCl 10 mM pH 8,4 
KC1 50 mM 
MgCl 2 1,5 mM 

5 Gelatine 0,1 mg.ml" 1 

Triton X100 

- 1,25 U de Taq ADN polymerase ( Promega) 

L'ADN genomique est prealablement denature a 
100 "C pendant 5 min en presence des amorces et de 50 jil 

10 d'huile minerale pour eviter toute evaporation, puis 
place immediatement dans la glace . L'eau , les 
desoxynucleotides , le tampon de PCR et la Taq ADN 
polymerase sont deposes sur 1'huile . Une breve 
centrifugation est necessaire pour permettre a ces 

15 derniers composants de traverser 1'huile . Apres une 
etape d f elongation a 72 'C, 30 cycles de PCR sont 
effectues, comprenant chacun : 

- une etape de denaturation de 30 sec a 94 *C 

- une etape d' hybridation de 30 sec a la 
20 temperature choisie 

- une etape d' elongation de 2 min a 72 'C. 

Les produits de PCR sont separes par 
electrophorese sur gel d 1 agarose. 

II. TECHNIQUES RELATIVES A LA BIOLOGIE VEGETALE 
25 1 - Milieux de culture 

1.1- Milieu de base. 

Le milieu de base est derive du milieu de 
MURASHIGE et SKOOG ( Physiol. Plant, 15, 473-497, 
1962). A partir de ce milieu , des modifications 
30 permettent d'obtenir un certain nombre de milieux aux 
proprietes differentes suivant 1 9 utilisation souhaitee. 
Sa composition est indiquee dans le tableau ci-dessous: 
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Composition du milieu de base 



Macroelements ( mg/1 ) 


Microelements ( mg/1 ) 


KN0 3 


1900 


MnS0 4 4H 2 0 


22,3 


NH 4 N0 3 


1650 


ZnS0 4 7H 2 0 


8,6 


CaCl 2 2H 2 0 


440 


H3BO3 


6,2 


MgS0 4 7H 2 0 


370 


KI 


0,83 


KH 2 P0 4 


170 


Na 2 M0 4 2H 2 0 


0,25 






C0C1 2 6H 2 0 


0,025 






CuS0 4 5H 2 0 


0,025 






FeS0 4 7H 2 0 


27,85 






Na 2 EDTA 


37,25 


Vitamines ( mg/1 ) 


Inositol 


100 


pyridoxine HCl 


0,5 


Thiamine HCl 0,1 


acide nicotinique 


0,5 


Saccharose 20 g/1 


1.2 - 


milieu I. 






11 s'agit du milieu 


de base contenant 


en plus de 



l 1 acide naphtalene acetique (ANA) a 0,2 mg/1 et de la 
20 benzylaminopurine (6-BAP) a 1 mg/1 . II est utilise 
pour la mise en culture des disques foliaires, apres 
inoculation par A * tumef asciens . 
1.3 - milieu II. 

Ce milieu correspond au milieu I additionne de 
25 cefotaxime a 200 mg/1 , antibiotique destine a bloquer 
la croissance des agrobacteries , et de kanamycine a 50 
mg/1 . II permet le developpement et la selection de 
colonies cellulaires pouvant generer la formation de 
bourgeons puis de plantes trans formees . 

30 
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1.4 - milieu III 

Ce milieu est obtenu par addition de kanamycine 
(50 mg/1 ) au milieu de base . C'est un milieu de 
repiquage , ou l r absence de regulateurs de croissance 
5 permet d'induire le developpement de racines a partir 
des plantules regenerees sur milieu II. 

1.5 - milieu IV. 

II s'agit du milieu II comportant, comme seul 
antibiotigue, de la kanamycine ( 50 mg.l"*) . II est 
10 utilise pour les tests de resistance a la kanamycine 
sur fragments de feuilles . 

Tous les milieux decrits ici sont des milieux 
solides qui contiennent 0,7 % d'agar ( qualite " plant 
tissue culture ", commercialise par SIGMA ) . Le pH est 
15 a juste a 5,7 avant sterilisation (115°C pendant 20 
min) . 

2 . Materiel vegetal 

2-1 - Choix du materiel vegetal 

Le choix du tabac ( Nicotiana tabacum cv 
20 Paraguay Bell) en tant que source d'explants 
utilisables dans nos experiences de transformation a 
ete guide par un souci de facilite technique , la 
notoriete de 1'espece , en matiere de culture in vitro, 
n'etant plus a etablir . II s'agit d'une variete 
25 tetraploide . 

2-2 - Disinfection des feuilles 

Les feuilles destinies aux experiences 
d' inoculation sont prelevees sur des plants de tabac 
cultives en condition non aseptiques . Une disinfection 
30 prealable est done indispensable . Ceci est realise en 
immergeant les feuilles dans une solution 
d" hypochlorite de calcium a 1 % pendant 20 min. Trois 
ringages a l'eau distillee sterile sont ensuite 
effectu's . 
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3 - Technique d 1 inoculation de disques 
foliaires. 

3.1- Choix et principe de la technique. 
Le principe de cette technique est simple : des 
5 fragments de feuilles sont mis en contact avec les 
agrobacteries puis transferes sur un milieu induisant 
la formation de bourgeons et contenant 1* agent 
selectif. En differents points du bord des fragments, 
apparaissent des bourgeons dont I'isolement est aise. 

10 Pour obtenir des plantes resultant d'evenements de 
transformation independants , il est necessaire 
d'isoler des bourgeons de fragments differents ou de 
centres de regeneration eloignes sur un meme fragment . 
Comparee a la technique de co-culture de protoplastes , 

15 cette methode presente l'avantage de reduire la phase 
de croissance du tissu indif f erencie . Ainsi , on peut 
reduire 1' apparition d' aberrations genetiques induites 
par la culture in vitro . De plus , grace a cette 
technique, la regeneration de plantes est plus rapide 

20 et les fragments foliaires sont en outre beaucoup moins 
delicats a manipuler que les protoplastes. 
3.2 - Aspects pratiques. 

Apres disinfection des feuilles, la nervure 
principale, les nervures laterales importantes ainsi 

25 que les bords des limbes sont elimines . Les feuilles 
sont ensuite decoupees en fragments d' environ 1 cm 2 . 
Les fragments sont deposes , face inferieure vers le 
haut, a la surface d'une suspension d' agrobacteries 
obtenue par dilution au dixieme d'une culture de la 

30 nuit auparavant lavee dans de I'eau distillee sterile . 
Des temoins de non inoculation sont realises en 
incubant des fragments foliaires dans de l'eau 
distillee sterile . 

Apres 15 minutes d' incubation, les fragments 
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sont egouttes sur du papier filtre sterile et 
trans feres , a raison de 5 fragments par boite de Petri 
de 90 cm de diametre, sur milieu I. 

Au bout de 48 heures , les fragments sont 
5 preleves pour etre trans feres sur milieu II. Des 
repiguages sur ce meme milieu sont ensuite effectues de 
fa?on reguliere ( toutes les trois semaines ) afin de 
maintenir l'efficacite de 1 1 agent selectif . 

4- Preparation d'echanti lions en vue 
10 d' observations en microscopie photonique et 
electronique. 

Des fragments d' environ 1 mm sur 2 mm sont 
preleves a des niveaux comparables , sur des feuilles 
de meme rang. Ces echantillons sont fixes, post-fixes 
15 et deshydrates selon le procede decrit precedemment 
(materiel et methodes , premiere partie ) . Les 
inclusions sont realisees dans un melange EPON- 
ARALDITE . 

Les coupes semi-fines , destinees aux 
20 observations en microscopie photonique, sont colorees 
au bleu de toluidine. Les coupes ultrafines, destinees 
aux observations en microscopie electronique, sont 
contrastees a l 1 acetate d'uranyle et au citrate de 
plomb. 

25 5. Dosage de la chlorophylle . 

La technique de dosage utilisee derive de la 
methode decrite par HOLDEN ( Clorophylls in : Goodwin 
T.W. -Chemistry and Biochemistry of Plants Pigments ed: 
Academic Press, 1965, 462-488.) 

30 150 mg de feuilles ( poids frais ) sont broyees, 

a 4*C, dans un mortier en presence de 1 ml d ( acetone a 
80%. L'extrait acetonique est recueilli par decantation 
et conserve au froid , a 1 ' abri de la lumiere . Les 
residus sont broyes dans 5 ml d' acetone a 80% 
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L'extrait acetonique obtenu a I'issu de ce second 
broyage est recupere par decantation. Cette operation 
est renouvelee le nombre de fois necessaire pour que 
l'extrait acetonique, lors du dernier broyage soit 
5 incolore . Les solutions acetoniques sont rassemblees 
et ajoutees au broyat provenant de la derniere 
extraction. Apres une centrif ugation de 10 min a 4500 
rpm ( rotor Kontron A 8.24) a 4*C, le surnageant est 
trans fere dans une fiole jaugee afin de determiner le 
10 volume de l'extrait acetonique total. Le volume de 
l'extrait acetonique total est complete a 25 ml. 

Le dosage des chlorophylles est base sur 
1' absorption de la lumiere par les extraits 
chlorophylliens dans 1' acetone a 80% . La concentration 
15 en chlorophylle du surnageant acetonique est estimee 
par mesure de la DO a 652 nm, Elle est ensuite ramenee 
au poids sec de feuilles et exprimee en mg de 
chlorophylle par g de feuilles ( poids lyophilise) . 

6 . Determination des echanges gazeux 
20 respiratoires a l'aide de l'oxygraphe. 

6.1 - Principe. 

L'oxygraphe permet la mesure de la concentration 
en oxygene d'un milieu liquide . L 1 appareillage 
comprend : 

25 - une anode d 1 argent et une cathode de platine 

reliees par un pont de chlorure de potassium et 
separees d'une cellule de mesure par une membrane de 
TEFLON permeable a 1' oxygene 

- un boitier de polarisation de 1' electrode de 

30 mesure, 

- un potentiometre enregistreur . 

Le principe de la methode consiste a mesurer le 
courant electrique qui provient de la reaction 
d ' oxydoreduction faisant intervenir 1' oxygene dissous , 
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1 'electrode polarisee ( ici la cathode de platine) et 
la reaction d'oxydation d'une anode d' argent . La 
tension de polarisation est maintenue constante tout au 
long de 1 'experimentation . 
5 6.2 - Aspects pratiques . 

Pour chaque experience, 1 'electrode est calibree 
a 0% et a 100% d'oxygene . La valeur de 0% est obtenue 
par addition, dans le milieu , de cristaux 
d'hydrosulfite de sodium. La valeur de 100% est obtenue 

10 avec de l'eau saturee en oxygene , a la meme 
temperature que le milieu experimental. 

Les mesures sont realisees a l'obscurite. en 
milieu agite , sur des fragments de feuilles d* environ 
50 mg ( poids frais) . Les fragments sont introduits 

15 dans la chambre de mesure auparavant remplie d'une 
solution tampon constitute du melange carbonate de 
sodium 0,1 M/bicarbonate de sodium 1 M (Iv: 19 v) . On 
enregistre les variations de la concentration en 
oxygene due a la respiration des tissus dans le milieu 

20 reactionnel, pendant un temps donne . La quantite 
d'oxygene consommee par les tissus , exprimee en 
moles d'0 2 par mn et par mg de feuilles ( poids 
lyophilise) peut ainsi etre determinee par rapport a la 
valeur 100% d'oxygene (concentration maximale en 

25 oxygene d'une solution saturee d'air,a la temperature 
de 1 • experience) . 
EXEMPLE 1 

Clonaoe du gene ERG 12 dans un vecteur de trans fert 
mobilisable vers A.Tumef asciens . 
30 1 - Clonage du gene ERG 12 dans le vecteur de 

trans fert. 

La carte de restriction partielle du fragment 
Bam H I-Bam H I de 2,8 kb qui contient le gene ERG 12 
codant pour la MK est represents figure 3 . Ce fragment 



WO 93/16187 



PCT/FR93/00134 



36 



de 2,8 kb a ete clone dans le plasmide pFL44 au niveau 
du site de restriction Bam H I. Le vecteur ainsi obtenu 
est le pAOll. 

La premiere etape de la construction a consiste 
5 a doner le gene ERG12 dans le vecteur pLBR 19 
represents sur la figure 4 et qui comprend une cassette 
d 1 expression constitute du promoteur ( present en deux 
exemplaires disposes en tandem) et de la sequence de 
polyadenylation de l'ARN 35S du virus de la mosaique du 

10 chou-fleur (CAMV) . Un site de clonage multiple a ete 
insere entre ces deux sequences * Cette region, d'une 
taille voisine de 1,5 kb, est delimitee par les sites 
uniques de restriction Sac I et Xho I. Ce vecteur porte 
en plus une origine de replication f onctionnelle dans 

15 E.coli et un marqueur permettant la selection dans 
E.coli. 

La carte de restriction partielle du plasmide 
pFL44 ( figure 5), fait apparaitre que le fragment Bam 
H I-BamH I de 2,8 kb contenant le gene ERG12, est borde 

20 par les sites uniques de restriction Pst I et Sma I. Le 
site multiple de clonage du plasmide pLBR19 represents 
sur la figure 4 comporte egalement ces deux sequences 
de reconnaissance * Le fragment Pst I -Sma I comprenant 
l'insert BamH I-BamH I de 2,8 kb, a done ete isole de 

25 pAOll, separe sur gel d' agarose et clone, apres 
elution, dans pLBR19 (figure 6). La construction ainsi 
obtenue (pFABl ) a ete utilisee pour transformer E. 
coli 71/18. Les clones contenant le plasmide recombinant 
ont ete selectionnes sur milieu LB contenant de 

30 1 ' ampicilline. L'ADN plasmidique extrait des colonies 
selectionnees a ete hydrolyse par BamH I et analyse par 
electrophorese sur gel d' agarose a 0,8%. Le profil de 
restriction obtenu ( figure 7, piste 2) a ete compare a 
celui du plasmide pAOll hydrolyse par la meme enzyme : 
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deux bandes caracteristiques , l'une correspondant a un 
fragment de 1,8 kb et 1' autre correspondant a un 
fragment de 0,8 kb , sont observees . Les tallies de 
ces fragments sont celles attendues en comparaison du 
5 prof 11 de restriction provenant de l'hydrolyse de pAOll 
par BamH I (figure 7 piste 1). 

Afin d'orienter correctement 1' insert par 
rapport au promoteur 35S du CAMV, on a choisi de doner 
l'ensemble du fragment [ 35S-ERG12-3' 35S], delimite 
10 par les sites de restriction Xho I et Sac I et d'une 
taille voisine de 4,3 kb,dans le vecteur de trans fert 
Binl9 . 

La carte de restriction partielle du vecteur de 
trans fert Binl9 est representee figure 8. L 1 information 

15 genetigue que I'on souhaite introduire dans le genome 
vegetal est clonee entre les frontieres RB et LB 
portees par ce plasmide . Ce dernier est introduit dans 
la souche LBA4404 d'A. tumef asciens hegergeant un 
plasmide Ti (pTi) depourvu de la region T. Le trans fert 

20 de la sequence clonee est alors permis grace aux 
f onctions de virulence portees par ce pTi . Le vecteur 
de trans fert Binl9, utilise dans des syst ernes binaires 
de transformation est compatible avec les plasmides 
portant les fonctions de virulence et possede : 

25 - une origine de replication f onctionnelle dans 

E.coli, 

- une origine de replication f onctionnelle dans 
A . tume f as c i ens , 

un marqueur de selection bacterien (gene 
30 codant pour la resistance a la kanamycine), 

un gene chimerique de resistance a la 
kanamycine permettant la selection des cellules 
vegetales trans formees . Ce gene est insere entre les 
sequences bordures droite et gauche du plasmide et est 
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co-transfere dans le genome des cellules vegetales . 

Le fragment Xhol- Sac I comportant le gene ERG 12 
a ete isole du vecteur pFABl et separe sur gel 
d' agarose . Apres . elution, il a ete clone dans le 
5 vecteur de transfert au niveau des sites Sac I et Sal I 
qui generent des extremites compatibles avec celles 
provenant d'une hydrolyse par Xho (figure 9 ) . La 
construction resultant de ce clonage (pFAB2) a ete 
introduite, par transformation dans E.coli HB101 et les 

10 clones contenant le plasmide recombinant ont ete 
selectionnes sur milieu LB contenant de la kanamycine . 
Comme precedemment, I'ADN plasmidique extrait des 
colonies selectionnees a ete hydrolyse par BamH I et 
analyse par electrophorese sur gel d* agarose a 0,8 %. 

15 Les bandes caracteristiques ( 1,8 kb et 0,8 kb) ont ete 
retrouvees (figure 10, piste 3 ). 

2. Introduction du vecteur de transfert pFAB2 
portant le gene ERG 12 dans A. tumef asciens . 

Le vecteur pFAB2 a ete introduit par conjugaison 

20 dans la souche LBA4404 d 1 A. tumef asciens, resistante a 
la streptomycine et a la rifampicine en presence d'une 
souche "helper" d'E.coli comportant le plasmide pRK2013 
porteur d'un gene de resistance a la kanamycine . Ce 
plasmide, incapable de se repliquer dans A. 

25 tumef asciens est perdu , a I 1 inverse du vecteur de 
transfert pFAB2 qui lui, est conserve et peut etre 
amplifie. Seuls les clones d 1 A* tumef asciens qui ont 
regu ce vecteur seront capables de se developper sur un 
milieu AP contenant de la kanamycine, de la 

30 streptomycine et de la rifampicine, 

Lors des experiences de conjugaison, des 
colonies resistantes a ces trois antibiotiques ont ete 
obtenues aussi bien en presence qu'en absence du 
plasmide "helper" . L s colonies ainsi selectionnees 
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ont ete cultivees en milieu AP liquide contenant de la 
kanamycine et celles qui ont ete capables de croitre 
sur ce milieu ont ete retenues pour les experiences 
d f inoculation de disques foliaires. 
5 3 - Essais gualitatifs d' activite MK 

Ce test , mis au point par SERVOUSE et KARST 
(Biochem. J., 240; 541-547 , 1986) permet de controler 
de fagon simple et rapide la presence ou 1' absence 
d'une activite MK dans les bacteries trans formees par 

10 les differents plasmides recombinants. 

Le contenu d'une petite anse de bacteries 
preincubees la veille sur milieu solide approprie , est 
mis en suspension dans du tampon phosphate 0,1 M pH 
7,4. Une goutte de toluene est ajoutee afin de 

15 permeabiliser les cellules . Apres une incubation a 
37 # C pendant 30 min, les cellules sont mises en contact 
avec le melange reactionnel (ATP 20 mM, MgCl 2 10 mM,[ 14 
C ] AMV 1,5 mM) et incubees 15 a 30 min a 35* C. La 
reaction est bloquee par chauffage a 100* C pendant 5 

20 min. Apres centrifugation, le surnageant est analyse 
par chromatographie sur couche mince de gel de silice 
dans le systeme n-propanol-ammoniac-eau (6v: 3v: Iv) . 
La distribution de la radioactivite, determinee par 
lecture de la plaque avec un scanner de radioactivite 

25 Berthold 2832 automatic TLC linear Analyser, permet de 
visualiser la transformation de 1 * AMV en AMVP (figures 
11 et 12). 

Ce test, effectue pour la souche d'E.coli 
porteuse du vecteur pFABl ( figure 11C) ainsi que pour 
30 la souche d f A. tumef asciens porteuse du vecteur pFAB2, a 
permis de deceler dans chaque cas , une activite MK • 
Les souches E.coli 71/18 [pFL44] ( figure 11A) et 
E.coli Hb 101 [ pBin 19] (figure 12A) constituent les 
temoins negatifs . La souche E.coli 71/18 [ pAOll] 
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(figure 11B) constitue , quant a elle , le temoin 
positif . 
EXEMPLE 2: 

Transfert du gene et verification de sa presence 
5 dans le genome des plants de tabac regeneres . 

1- Obtention des plantes transf ormees . 

Des fragments de feuilles de plants de tabac ont 
ete traites par la souche d 1 A. tumef asciens porteuse du 
vecteur pFAB2 selon la technique d ' inoculation de 

10 disques foliaires decrite dans le chapitre "materiel et 
met ho des Les fragments ont ete places sur milieu de 
regeneration contenant de la kanamycine (milieu I). Des 
fragments temoins de resistance a la kanamycine (notes 
" temoins Kan^ M ) ont ete mis en culture sur ce meme 

15 milieu apres inoculation par la souche d ' A. tumef asciens 
porteuse du plasmide Binl9. Enfin, des fragments 
temoins de regeneration ( notes " temoins H2O 11 ) ont ete 
cultives sur milieu de regeneration sans kanamycine 
apres avoir ete incubes dans de l'eau. 

20 Une cinquantaine de plantes resultant 

d'evenements de transformation independants ont ete 
transferees en serre. Elles proviennent de quatre 
experiences d* inoculation differentes . Ces plantes 
sont fertiles puisqu 1 elles ont fleuri et donne des 

25 graines ♦ 

2- Test de resistance a la kanamycine. 

Ce test consiste simplement a induire, sur 
milieu contenant de la kanamycine (milieu IV) , la 
formation de cals a partir d'un fragment foliaire . II 
30 est rapide et sans ambiguite . 

Des feuilles prelevees sur les plantes issues 
d 1 experiences de transformation et de plantes " temoins 
H 2 0 " sont decoupees en fragments d' environ 1 cm 2 . Les 
fragments sont ensuites places sur mili u IV. 
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Les fragments qui proviennent de plantes 
"temoins H 2 0 M blanchissent tres rapidement lorsqu'ils 
sont cultives en presence de kanamycine contrairement 
aux fragments issus de plantes transf ormees , a partir 
5 desquelles, il est de nouveau possible d'induire une 
regeneration . 

3 . Controle de la presence du gene . 

3.1 - Southern blot 

L'ADN genomique des plantes transf ormees a ete 
10 isole selon la technique de ROGERS et BENDICH (Plant 
Mol. Biol. 5 , 69-76 1985), decrite dans " materiel et 
methodes " . II a ete hydrolyse par Bam HI/ puis apres 
electrophorese, trans fere sur membrane . de 
nitrocellulose, II a ete ensuite hybride avec une sonde 
15 correspondant au fragment Bam HI-Bam HI de 1,8 kb qui 
contient probablement la plus grande partie du gene 
ERG 12 (OULMOUDEN et KARST, Curr. Genet, 19, 1991,9-14, 
1990 ). 

La figure 13 represente les resultats d'une 
20 experience d" hybridation: on retrouve, au niveau de la 
piste correspondant a l'ADN extrait d'une plante 
trans forme e ( piste 3), un fragment dont la taille est 
celle que l B on pouvait attendre (1,8 kb) , montrant 
ainsi que 1 1 integration du gene ERG12 a bien eu lieu. 
25 Cette serie d 1 hybridation comporte egalement deux 
temoins : 

- un temoin correspondant a I'hydrolyse par Bam 
HI de l'ADN genomique d'une plante , " temoin H 2 O n , 
hybride avec la meme sonde (piste 2) : aucune bande 

30 n'est observee, 

- un temoin correspondant a 1 'hydrolyse par Bam 
HI de l'ADN du plasmide pAOll (vecteur d'ou a ete isole 
le g^ne ERG 12 et qui constitue le temoin positif ) , 
hybride avec la meme sonde : on retrouve une bande 
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correspondant a un fragment d'une taille de 1,8 kb 
(piste 1) . 

II convient cependant de noter que l'obtention 
d'une reponse claire et sans ambiguite , par cette 
5 technique , necessite , en particulier chez les 
vegetaux , 1' extraction d'une quantite relativement 
importante d'ADN. Ceci est a mettre en relation avec la 
taille importante des genomes vegetaux et avec le 
faible nombre de copies generalement presentes dans le 
10 genome des plantes transformees par les agrobacteries . 

3-2 Reaction de polymerisation en chaine 

1PCR1. 

a- choix des amorces 

Les deux oligonucleotides (appeles Ot^ et ON 2 ) 
15 synthetises chimiquement et utilises comme amorce dans 
les reactions de PCR ont ete choisis de fagon a avoir a 
l'interieur du fragment amplifie , un site unique 
reconnu par l 1 enzyme de restriction Bam HI. Leurs 
sequences sont les suivantes : 
20 - OU 1 5 ATGTCATTACCGTTCTTAACTTCT 3 ' 

- ON 2 5 ' GCTTGAGCCCAACCC 3 ' 

La localisation de ces deux oligonucleotides et 
celle du site Bam HI, au niveau de la sequence 
nucleotidique du gene ERG 12 est representee figure 14. 
25 La partie amplifiee in vitro doit correspondre a un 
fragment de 447 pb. Une hydrolyse par Bam HI du 
fragment amplifie doit liberer deux fragments de 150 et 
297 pb. 

b - resultat de 1 'amplification. 
30 Le choix d'une temperature d' hybridation de 45 *C 

a ete guide par la temperature de fusion des amorces 
(Tm) qui determine 1 'hybridation de ces memes amorces 
sur I'ADN a amplifier. 

Un bande d'une taille voisine de 447 pb est 
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amplifiee avec le couple d' amorces 0*^ et 0N 2 pour les 
echantillons correspondant a l'ADN genomique des 
plantes transformees ( figure 15, pistes 1 a 6) de meme 
que pour 1 ' echantillon d'ADN genomique de levure qui 
5 constitue le temoin positif ( figure 15, piste 7). Les 
resultats qui concernent les differentes plantes 
transformees ont ete obtenus apres suramplif ication. 
Cette etape permet de mieux visualiser les bandes dont 
I'intensite etait faible , dans certains cas, apres la 

10 premiere amplification . 

Aucune bande d" amplification n'est obtenue avec 
les amorces ONj et 0N 2 seules, a partir de l'ADN 
genomique de levure ( figure 15, pistes 8 et 9): la 
bande d' amplification visible au niveau des pistes 1 a 

15 7 resulte done bien d'une amplification obtenue avec 
les deux amorces. 

Aucune bande d' amplification n'est observee dans 
le cas d'ADN genomique isole de plante " temoin H 2 0" 
(figure 15, piste 10). 

20 Un autre controle consistant a remplacer l'ADN 

par de l'eau sterile prouve qu'aucun des constituants 
utilises n 1 etait contamine par de l'ADN exogene 
puisqu' aucune bande d' amplification n'est observee dans 
ce cas ( figure 15, piste 11) . 

25 c- analyse du fragment amplifie. 

L'obtention d'une bande d'une taille voisine de 
447 pb ne suffit pas pour af firmer qu'il s'agit bien 
d'une amplification a partir du gene ERG12 . Le fragment 
amplifie a done ete elue apres migration, hydrolyse par 

30 Bam HI et analyse par electrophorese sur gel d' agarose. 
Deux bandes sont observees; l'une correspond a un 
fragment d'une taille voisine de 297 pb et 1' autre a un 
fragment d'une taille voisine de 150 pb. Ce profil est 
obtenu aussi bien a partir d'ADN genomique de levure 
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(figure 16, piste 2) qu'a partir d'ADN genomique de 
plantes transf ormees (figure 16, piste 1), Le fragment 
amplifie, dans ce dernier cas, correspond done bien au 
gene ERG12 . 
5 3.3- Conclusion. 

L' ensemble des resultats obtenus par Southern 
blot et par PGR montre done que 1 ' integration du gene 
ERG 12 dans le genome des plantes transformees a bien eu 
lieu. 
10 EXEMPLE 3 : 

Etude des effets de 1 1 insertion. 

1) Effets sur la croissance et sur la 
regeneration des plantes transformees. 
1.1 Regeneration 
15 a- observations. 

Deux semaines sont necessaires pour voir 
apparaitre,chez les "temoins H 2 0 M , un debut de 
callogenese qui prend place tout d'abord sur le bord 
des fragments mis en culture et qui envahit ensuite 
20 progressivement la surface des explants ; au bout d'un 
mois , le cal est assez abondamment developpe . A ce 
stade , la dif f erenciation de racines precede tres 
souvent 1 ' organisation de bourgeons. 

Chez les " temoins Kan R " , la callogenese est 
25 faible.il y a formation de bourgeons entre trois 
semaines et un mois apres la mise en culture des 
explants. Cette dif f erenciation semble pouvoir 
s'initier a partir de cals peu developpes mais 
egalement de maniere plus directe, en differents points 
30 du pourtour du fragment. 

Pour les fragments traites par la souche 
d ' A. tumesf asciens porteuse du vecteur pFAB2 , la 
dif f erenciation intervient sans que I'on puisse 
auparavant discerner la formation d'un cal. Des 
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bourgeons sont visibles, en differents points du bord 
des explants, trois semaines apres leur mise en 
culture. Ceci est comparable a ce que l'on observe 
pour les fragments " temoins Kan R " . Cependant, le 
5 developpement ulterieur de ces bourgeons semble 
beaucoup plus rapide . Simultanement, une callogenese 
qui semblait pratiquement inexistante au depart, prend 
place . A partir de ces groupes de cellules 
indif ferenciees, peuvent se differencier de nouveaux 

10 centres organogenes qui donneront naissance a de 
nouveaux bourgeons. Ainsi, le nombre de centres de 
regeneration, au niveau des fragments traites par la 
souche d'A.tumefasciens porteuse du vecteur pFAB2 est 
plus eleve que pour les "temoins H 2 O n et "Kan R ". II en 

15 resulte un nombre egalement plus important de plantules 
regenerees . 

Les plantules en cours de regeneration sont 
excisees et repiquees en boite de Petri sur milieu sans 
hormone mais contenant toujours 1' agent selectif 

20 (milieu III), afin de favoriser le developpement de 
racines . Les plantules qui proviennent des fragments 
"temoins H 2 0" sont, quant a elles, transferees sur 
milieu sans hormone et sans agent selectif . Lorsque 
les racines apparaissent, les pi antes sont repiquees 

25 sur le mime milieu contenu dans des boites de culture 
Magenta GA 3 (Poly Labo) pour permettre leur 
developpement . Quelques semaines apres cette etape (en 
general deux semaines), une difference de croissance 
notable peut deja etre observee :les feuilles des 

30 plantes regenerees a partir d' explants inocules par la 
souche d'A.tumefasciens porteuse du vecteur pFAB2 sont 
plus developpees, les entrenoeuds sont plus courts et 
les tiges semblent beaucoup plus "trapues" , ceci en 
comparaison des plantes " temoins H 2 0 M et "Kan R,i . L s 
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plantes " temoins Kan " ont une allure similaire aux 
plantes " temoins I^O" . Deux mois apres le transfer! 
en boite de culture Magenta, les plantes regenerees 
sont transferees en condition non aseptique . 
5 II faut done environ quatre mois, a compter du 

jour de 1 ' inoculation, pour obtenir des plantes 
completes qui soient capables de croitre apres 
transfert en terre. Ces plantes sont ensuite maintenues 
sous cloche durant un mois au laboratoire sous 
10 photoperiode naturelle, afin de reduire au maximum les 
traumatismes provoques par le sevrage. Elles sont, 
apres cette periode d'acclimatation, cultivees en 
serre. 

b - Conclusion. 

15 Compares aux differents temoins, les processus 

intervenant dans la regeneration des plantes ayant 
integre dans leur genome le gene ERG12, se 
caracterisent par : 

- une reduction plus ou moins importante de la 
20 phase cal au profit d'une organogenese plus precoce se 

traduisant par une dif f erenciation presque directe de 
bourgeons , 

- un nombre de centres de regeneration plus 
eleve consecutif a une dif f erenciation s'initiant a 

25 partir de centres secondaires, 

- un developpement des bourgeons beaucoup plus 

rapide, 

- des plantes d 1 aspect plus "trapu" avec des 
feuilles plus developpees. 

30 1.2 Caracteristiques morphologiques et 

croissance des plantes transformers . 
a* Observations. 

Un suivi regulier des plantes trans formees , 
cultivees en serre, a ete effectue . Leur cr issance et 
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leurs caracteristiques morphologiques ont ete comparees 
uniquement a celle des plantes " temoin H 2 0" . 

Le phenomene de precocite observe lors de la 
regeneration, au niveau de la dif f erenciation des 
5 bourgeons, se maintient chez les plantes adultes 

Cette precocite, tres marquee durant la phase de 
croissance des plantes , s'attenue toutefois legerement 
a mesure que l'on s'achemine vers la florals on. Dans la 
majeure partie des cas, la floraison des plantes ayant 

10 integre dans leur genome le gene ERG 12 et celle des 
plantes temoins sont decalees dans le temps ( de deux a 
trois semaines ) . Ce decalage est toujours favorable 
aux plantes transformees . Pour un cas particulier , un 
decalage allant dans le meme sens mais , cette fois-ci, 

15 beaucoup plus marque ( de I'ordre de trois mois ) , a 
ete observe sans que l'on puisse savoir si cela etait 
une consequence extreme de 1' insertion du gene 

Le phenomene d 1 acceleration de la croissance, 
observe initialement , lors du developpement des 

20 bourgeons , se maintient egalement chez les plantes 
adultes. Les plantes transformees ont une taille plus 
importante et un nombre de rangs plus el eve ( 
acceleration du plastochrone) . Leurs entrenoeuds sont 
maintenant plus developpes que chez les plantes 

25 temoins. Ce phenomene s'attenue a mesure que l'on se 
rapproche de la floraison. La surface foliaire est 
augmentee (facteur variant de 1,3 a 1,5), en 
particulier pour les feuilles situees a la base de la 
plante. 

30 Enfin, les plantes transformees montrent des 

inflorescences plus ramifiees. Le nombre de f leurs par 
inflorescence est augmente ( facteur 3 pour les 
inf 1 rescences principal s ) . Le nombre de graines 
recoltees est done plus eleve. 
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b - Conclusion. 

La croissance dies plantes ayant integre dans 
leur genome le gene ERG12 , est, tout comme leur 
regeneration, marquee par un caractere de precocite et 
5 de rapidite qui semble cependant legerement s'attenuer 
a l'approche de la floraison et qui conduit a un 
important developpement des inflorescences . 

2. Analyses histologique et inf rastructurale 
Cette etude , realisee en parallele sur des 

10 feuilles de plantes trans formees et de plantes ,! temoin 
H2O" , a ete entreprise dans le but de rechercher si 
les differences morphologigues observees lors de la 
croissance des plantes regenerees pouvaient etre 
reliees a des modifications de nature histologique et 

15 inf rastructurale . Des coupes transversales ont ete 
obtenues a partir de fragments provenant de plantes 
agees de 6 mois. 

Les observations histologiques , accompagnees de 
mesures sur cliches photographiques , permettent de 

20 mettre en evidence, chez les plantes trans formees , une 
diminution de la taille moyenne des cellules du 
mesophylle, par rapport aux plantes " temoin H 2 0" . 
Cette diminution, de l^rdre de 20 a 30% dans tous les 
cas examines, implique pour un meme volume, une 

25 augmentation du nombre de cellules d'une valeur 
equivalente. Etant donne que les organes, en 
particulier les feuilles, ont une taille moyenne 
augmentee d'un facteur 1,5 et que les entrenoeuds ont 
egalement une longueur accrue, on peut conclure a une 

30 intense proliferation cellulaire dans 1' ensemble de la 
plante . On constate par exemple que le parenchyme 
palissadique apparait biserie alors qu'il est uniserie 
dans les feuilles des temoins . 

L'analys infrastructural des cellules du 
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mesophylle fait egalement apparaltre un certain nombre 
de modifications, qui concerne en particulier les 
mitochondries et les chloroplastes .Chez les " temoins 
H 2 0" , les plastes des cellules du parenchyme 
5 palissadique sont du type amylochloroplastes 
, caracterises par la presence de nombreuses et 
voluntineuses lentilles d'amidon intrastromatiques . Ces 
lentilles sont nettement mo ins nombreuses et de taille 
beaucoup plus reduite dans les cellules des plantes 

10 transformees . On note egalement que chez ces 
dernieres, les mitochondries sont nombreuses, de petite 
taille, de forme spherique tandis que chez les temoins, 
elles paraissent plus allongees et moins nombreuses . 
De plus , la densite en ribosomes cytosoliques apparait 

15 plus importante chez les plantes trans formees . Tous 
ces caracteres indiquent une activite metabolique plus 
intense chez les plantes trans formees . 
3- Dosage de la chlorophylle . 

Cette analyse a ete entreprise dans le but de 
20 determiner si la couleur verte des feuilles plus 
intense , observee au niveau des plantes trans formees 
par rapport a celle des plantes temoins , pouvait etre 
le reflet de modifications de la teneur en chlorophylle 
totale (chlorophylle a et chlorophylle b) . 
25 Plusieurs series de dosages, realises sur des 

feuilles de niveau moyen provenant de plantes 
transformees et de plantes " temoin H 2 0" permettent de 
mettre en evidence une augmentation du taux de 
chlorophylle totale ( valeurs ramenees au poids de 
30 materiel lyophilise) d'un facteur variant de 2,5 a 3 
chez les plantes transformees . II faut toutefois noter 
qu , lorsque l'on s'adresse a des f uilles de la 
partie apicale des plantes, cette difference n f est pas 
retrouv'e . 
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4 - Mesure des echanges gazeux respiratoires • 
Ces mesures , realisees a I 1 aide de I'oxygraphe, 
a partir de fragments de feuilles situees a la base de 
plantes agees de six mois, ont ete effectuees en 
5 parallele chez les plantes trans formees et chez les 
plantes temoins. Elles ont permis de mettre en evidence 
une modification des echanges gazeux respiratoires . En 
effet, chez les plantes transf ormees , ces echanges sont 
augmentes d'un facteur variant de 1,6 a 2 par rapport 
10 aux plantes " temoin H 2 0 " et ceci pour une meme 
surface foliaire . Ces resultats peuvent etre relies a 
ceux apportes par les observations ultras true turales 
concernant notamment les mitochondries et indiquent une 
activite metabolique plus intense chez les plantes 
15 trans formees . 

5 . Transmission hereditaire du gene . 
Les plantes trans formees ont donne des graines 
qui majoritairement permettent I'obtention de plantes 
resistantes a la kanamycine . 
20 Seulement un petit nombre (inferieur a 5% ) de 

plantes issues de ces graines redevient sensible . 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Plante caracterisee en ce qu'elle porte dans 
son genome un ou plusieurs genes codant pour une ou 

5 plusieurs enzymes des etapes precoces de la voie de 
biosynthese des phytosterols , lesdits genes soit ne 
se retrouvant pas dans la plante native, soit etant 
originaires de ladite plante, auquel cas ils sont 
presents dans un nombre de copies superieur a celui de 
10 la plante native ou ils sont modifies dans leur 
structure ou leur fonction par rapport a ceux de la 
plante native. 

2. Plante selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que ladite etape precoce est la 

15 transformation de l'acide mevalonique en mevalonyl 5- 
phosphate . 

3. Plante selon l'une des revendications 1 et 
2, caracterisee en ce qu'elle porte un ou plusieurs 
genes codant pour une ou plusieurs mevalonate-kinases . 

20 4. Plante selon la revendication 3, 

caracterisee en ce que la mevalonate kinase est codee 
par le gene ERG12 , I'un de ses derives ou fragments 
exprimant une activite mevalonate kinase. 

5. Plante selon l'une quelconque des 
25 revendications 1 a 3 caracterisee en ce qu'elle porte 

un ou plusieurs genes codant pour 1' activite 
mevalonate kinase chez les cruci feres , et en 
particulier chez Arabidopsis ou chez le colza. 

6. Plante selon la revendication 1, 
30 caracterisee en ce qu'elle porte un ou plusieurs genes 

codant pour une farnesyl diphosphate synthetase. 

7. Plante selon la revendication 6, 
caracterisee en ce que la farnesyl diphosphate 
synthetase est codee par le gene ERG20 de la levure , 

35 ou l'un de ses derives ou fragments exprimant une 
activite farnesyl diphosphate synthetase. 
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8. Plante selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'elle porte un ou plusieurs genes 
codant pour une AMVP kinase. 

9. Plante selon la revendication 8, 
5 caracterisee en ce que I'AMVP kinase est codee par le 

gene ERG8, ou l'un de ses derives ou fragments 
exprimant une activite AMVP kinase. 

10. Plante selon l'une des revendications 1 a 

9, caracterisee en ce qu'elle appartient a la 
10 categorie des plantes oleoproteagineuses . 

11. Plante selon l'une des revendications 1 a 

10, caracterisee en ce qu'elle appartient a la famille 
des cruciferes et en particulier fait partie des 
especes colza. 

15 12, Plante selon l'une des revendications 1 a 

10, caracterisee en ce qu'elle fait partie de l'espece 
tournesol . 

13. Plante selon l'une des revendications 1 a 

9, caracterisee en ce qu'elle fait partie des especes 
20 Vigna radiata ou aubergine. 

14. Plante selon l'une des revendications 1 a 

10, caracterisee en ce qu'elle appartient a la famille 
des Fabacees et en particulier fait partie de l'espece 
soja. 

25 15. Plante selon l'une des revendications 1 a 

14, caracterisee en ce que le ou les genes sont places 
sous le controle d'un promoteur insere a proximite du 
ou des genes d'une maniere a permettre 1' expression de 
leurs produits biologiquement actifs . 

30 16. Vecteur pour 1' insertion d'au moins un gene 

codant pour une ou plusieurs enzymes des etapes 
precoces de la voie de biosynthese des phytosterols , 
dans des cellules vegetales, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

35 - une sequence du gene a inserer, 
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- une ou plusieurs sequences promoteur en amont 
du gene a inserer , 

- une ou plusieurs sequences terminateur en 
aval du gene a inserer , 

5 - un ou plusieurs marqueurs permettant la 

selection des cellules dans lesquelles le gene s'est 
insere , et 

- eventuellement des sequences d'un plasmide Ti 
permettant le trans fert desdits genes et marqueurs 

10 d'une bacterie vers une cellule vegetale > lesdits 
genes et marqueurs etant orientes et inseres , de 
maniere a permettre leur expression. 

17.Vecteur selon la revendication 16, caracte- 
rise en ce que le gene code pour une mevalonate kinase 

15 18. Vecteur selon la revendication .17, 

caracterise en ce que le gene est le gene ERG 12 • 

19. Plasmide pFAB2 selon la revendication 18 , 
caracterise en ce qu'il a ete depose sous le n* 1-1176 
du 14 Fevrier 1992 aupres de la Collection Nationale 

20 de Culture des Microorganismes de I'Institut Pasteur 
(CNCM) . 

20. Procede de traitement d'une plante par 
insertion dans son genome d'un gene codant pour une ou 
plusieurs enzymes des etapes precoces de la voie de 

25 synthese des phytosterols . 

21. Procede selon la revendication 20 ,~ 
caracterise en ce que 1' insertion est effectuee par 
trans fert dans des cellules individualisees ou dans 
des groupes de cellules d'un vecteur selon l'une des 

30 revendications 16 a 19 , eventuellement en presence 
d'un autre vecteur de type plasmide Ti ayant des 
fonctions permettant ce trans fert . 
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1 GGA TGG AAA TAT AAG GGG AGG TTG TAG TGT GGT ATT CGA ATG CAA GTA 48 

49 ATT GTG AAT ATG GTA ATG TAA AAA TG A GAA TGT ATG GGG GGA GGG CCC 96 

97 GAG GTT TGG GGG TGT GTA ATT GTG TTG GGT TTG TAG GGA AG ATG A GTT 144 

145 GTT GTT TAT GAT TGT TGATTATTC ATG TTT TGT TGT GAT GTG GGG GGG 192 

193 AGG CAT TTT AGT TAG GTA ACG GAA AG A TTG ATG AAT GAT GGT ATT ATT 240 

241 AGT GTG ATA AGG AAT AAA AAG AG A GGT TGG TAG TAG TTG TGG GGT GGA 288 

AAG GTA GGG ATA GGG TTG GAG AGT ATG TGA GTT TGA GAA TGG GTA GAG 336 

ATT TAT GTT TAA AGA GGG GTT TTG TGG TAG TTT TGG GTT AAG GTG TAT 384 

385 TTT ATG GGT TGT AAT TGT AGT GAG AAT TTT GGG GGG TGG TTT GGG TGT 432 

433 GGG AGT GAA ATG TTG GAG AGG GTA TGG AAG AAG GAT AGA AGG ATA TGG 480 

481 GTA TAA AGG TTA GTT AGG GAT GAT ATT AGT TGG TGG TTT AGT GGT GGG 528 

529 GTT GTT AGT GGT AAG TTG GAA ATT TAT ATG TAG GTA TAG AAA AGT GTG 576 

1 Met Ser Leu Pro Phe Leu Thr Ser Ala Pro Gly Lys Val lie lie 15 

577 AAT ATG TGA TTA GGG TTG TTA AGT TGT GGA GGG GGA AAG GTT ATT ATT . 624 
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337 
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Phe Gly Glu His Ser Ala Val Tyr Asn Lys Pro Ala Val Ala Ala Ser 



Tvr His Ala Ala Phe Cys Phe Leu Tyr Met Phe Val Cys Leu Cys Pro 



144 
1009 



31 



625 TTT GGT GAA GAG TGT GGT GTG TAG AAG AAG GGT GGG GTG GGT GGT AGT 672 

32 Val Ser Ala Leu Arg Thr Tyr Leu Leu He Ser Glu Ser Ser Ala Pro 47 

673 GTG TGT GGG TTG AGA AGG TAG GTG GTA ATA AGG GAG TGA TGT GGA GGA 720 

48 Asp Thr De Glu Leu Asp Phe Pro Asp lie Ser Phe Asn His Lys Trp 63 

721 GAT AGT ATT GAA TTG GAG TTG GGG GAG ATT AGG TTT AAT GAT AAG TGG 768 

64 Ser He Asn Asp Phe Asn Ala He Thr Glu Asp Gin Val Asn Ser Gin 79 

769 TGG ATG AAT GAT TTG AAT GGG ATG AGG GAG GAT CAA GTA AAG TGG GAA 816 

80 Lvs Leu Ala Lys Ala Gin Gin Ala Thr Asp Gly Leu Ser Gin Glu Leu 95 

817 AAA TTG GGG AAG GGT GAA GAA GGG AGG GAT GGG TTG TGT GAG GAA GTG 864 

96 Val Ser Leu Leu Asp Pro Leu Leu Ala Gin Leu Ser Glu Ser Phe His 111 

865 GTT AGT GTT TTG GAT GGG TTG TTA GGT GAA GTA TGG GAA TGG TTG GAG -912 

112 



127 



913 TAG GAT GGA GGG TTT TGT TTG GTG TAT ATG TTT GTT TGG GTA TGG GGG 960 

128 His Ala Lys Asn He Lys Phe Ser Leu Lys Ser Thr Leu Pro He Gly 143 
961 GAT GGG AAG AAT ATT AAG TTT TGT TTA AAG TGT AGT TTA GGG ATG GGT 

Ala Gly Leu Gly Ser Ser Ala Ser He Ser Val Ser Leu Ala Leu Ala 



1008 
159 



GGT GGG TTG GGG TGA AGO GGG TGT ATT TGT GTA TGA GTG GGG TTA GGT 1056 

160 M?t~*r^vr^Leu" Giy"~Gly Leu He Gly Ser Asn Asp Leu Glu Lys Leu 175 

1057 ATG GGG TAG TTG GGG GGG TTA ATA GGA TGT AAT GAG TTG GAA AAG GTG 1 104 

176 Ser Glu Asn Asp Lys His He Val Asn Gin Tip Ala Phe He Gly Glu 191 

1105 TGA GAA AAG GAT AAG GAT ATA GTG AAT GAA TGG GGG TTG ATA GGT GAA 1152 

• i site Bom HI. 
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